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koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 64-urni inkubaciji. 
PRILOGA E: Morfologija plavajočih biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 
ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ ΔsrfA v tekočem gojišču MSgg z različnimi 
koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 64-urni inkubaciji. Biofilmi so slikani pod 
lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
PRILOGA F: Morfologija plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔcomP v tekočem 
gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C pri različnih 
časovnih točkah inkubacije. 
PRILOGA G: Morfologija plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔcomP v tekočem 
gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C pri različnih 
časovnih točkah inkubacije. Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na 
vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
PRILOGA H: Morfologija plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔcomA v tekočem 
gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C pri različnih 
časovnih točkah inkubacije. 
PRILOGA I: Morfologija plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔcomA v tekočem 
gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C pri različnih 
časovnih točkah inkubacije. Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na 
vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
PRILOGA J: Morfologija kolonij oz. biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 
ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in ΔcomQ ΔsrfA na trdnem gojišču MSgg z različnimi 
koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 16-urni inkubaciji. Merilo na vsaki sliki 
predstavlja 2 mm. 
PRILOGA K: Morfologija kolonij oz. biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 
ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in ΔcomQ ΔsrfA na trdnem gojišču MSgg z različnimi 
koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 16-urni inkubaciji. Biofilmi so slikani pod 
lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
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PRILOGA L: Morfologija kolonij oz. biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 
ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ ΔsrfA na trdnem gojišču MSgg z različnimi 
koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 24-urni inkubaciji. Merilo na vsaki sliki 
predstavlja 2 mm. 
PRILOGA M: Morfologija kolonij oz. biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 
ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ ΔsrfA na trdnem gojišču MSgg z različnimi 
koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 24-urni inkubaciji Biofilmi so slikani pod 
lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
PRILOGA N: Morfologija kolonij oz. biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 
ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in ΔcomQ ΔsrfA na trdnem gojišču MSgg z različnimi 
koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 40-urni inkubaciji. Merilo na vsaki sliki 
predstavlja 2 mm. 
PRILOGA O: Morfologija kolonij oz. biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 
ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in ΔcomQ ΔsrfA na trdnem gojišču MSgg z različnimi 
koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 40-urni inkubaciji. Biofilmi so slikani pod 
lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
PRILOGA P: Morfologija kolonij oz. biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔcomP na trdnem 
gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C v različnih 
časovnih točkah inkubacije. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
PRILOGA R: Morfologija kolonij oz. biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔcomP na trdnem 
gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C v različnih 
časovnih točkah inkubacije. Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na 
vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
PRILOGA S: Morfologija kolonij oz. biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔcomA na trdnem 
gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C v različnih 
časovnih točkah inkubacije. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
PRILOGA T: Morfologija kolonij oz. biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔcomA na trdnem 
gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C v različnih 
časovnih točkah inkubacije. Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na 
vsaki sliki predstavlja 2 mm.  
PRILOGA U: Viskoznost plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 wt in PS-216 
ΔcomQ v odvisnosti od strižne hitrosti v tekočem gojišču MSgg pri različnih slanostih po 
40-urni inkubaciji pri temperaturi 37 °C. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne 
deviacije treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
PRILOGA V: Viskoznost plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔsrfA in PS-216 
ΔcomQ ΔsrfA v odvisnosti od strižne hitrosti v tekočem gojišču MSgg pri različnih 
slanostih po 40-urni inkubaciji pri temperaturi 37 °C. Prikazane so povprečne vrednosti in 
standardne deviacije treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AU absorbančne enote 
cat kloramfenikol 
CM kompetenčno gojišče (angl. competence medium) 
CSR konstantna strižna hitrost (angl. constant shear rate) 
CSS konstantna strižna sila (angl. constant shear stress) 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
EPS zunajcelični polisaharidi (angl. exopolysaccharides) 
FL fluorescenca 
Gfp zeleni fluorescenčni protein (angl. green fluorescent protein) 
GRAS splošno velja kot varni mikroorganizem (ang. generally recognized as safe) 
kan  kanamicin 
LB Luria-Bertani 
mls linkomicin 
MSgg minimalno slano gojišče z glutamatom in glicerolom (angl. minimal salts glutamate 
 glycerol) 
OD650 optična gostota (angl. optical density) pri valovni dolžini 650 nm 
QS zaznavanje kvoruma (angl. quorum sensing) 
RFU relativne fluorescenčne enote (angl. relative fluorescence units) 
wt divji tip (angl. wild type) 
γ strižna hitrost [s-1] 
η viskoznost [Pa·s] 
τ strižna napetost [N/m2] 
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SLOVARČEK 
 
Signalne mutante: 
S tem pojmom v magistrskem delu poimenujemo bakterije B. subtilis z delecijo gena 
comQ, comA ali comP, ki predstavljajo del mehanizma za zaznavanje kvoruma 
ComQXPA, ter bakterije B. subtilis z delecijo gena srfA, katerega sinteza je neposredno 
povezana s sistemom ComQXPA in je pomembna za razvoj biofilma. 
 
Psevdoplastično obnašanje (angl. »shear-thinning«): 
Gre za reološko klasifikacijo tekočin glede na strižno odvisno obnašanje tekočin. Z 
večanjem strižne hitrosti se viskoznost tekočine zmanjšuje 
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1 UVOD 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJI MAGISTRSKE NALOGE 
 
V svojem naravnem habitatu, zgornji plasti tal, se bakterija Bacillus subtilis neprestano 
sooča z različnimi okoljskimi pogoji. Poleg pomanjkanja hranil, temperaturnega in 
oksidativnega stresa, je bakterija velikokrat izpostavljena osmotskemu stresu, ki je 
posledica namakanja in izsuševanja tal. Ti ekstremni pogoji lahko privedejo do dehidracije 
ali poškodb bakterijskih celic (Vӧlker in sod., 1994; Bremer, 2002). Neprestano 
spremljanje sprememb znotraj celice in v zunajceličnem okolju bakteriji omogoča 
preživetje in obstoj v takšnih pogojih (Kunst in sod., 1994). Za pridobivanje informacij o 
zunajceličnem stanju in fiziološkem stanju bakterije uporabljajo majhne signalne molekule 
(Camilli in Bassler, 2006). Zaznavanje kvoruma predstavlja medcelično komunikacijo, ki 
temelji na izločanju signalnih molekul v zunajcelični prostor in odzivanju na le-te v 
primeru povečane gostote bakterij (Kleerebezem in sod., 1997). Informacije, ki jih 
bakterija pridobi s pomočjo omenjenega mehanizma, ji omogočajo oblikovati ustrezen 
odziv na okoljske spremembe, ki jih zaznava kot stres (Camilli in Bassler, 2006). Pri 
številnih mikroorganizmih zaznavanje kvoruma uravnava preklop med planktonsko in 
sesilno obliko življenja pri čemer je pogosto visoka celična gostota tista, ki sproži nastanek 
biofilma. Ta mehanizem je najpogosteje preučen pri oportunistični patogeni bakteriji 
Pseudomonas aeruginosa (Williams in sod., 2007), prav tako je dobro preučen tudi pri 
bakteriji B. subtilis (López in sod., 2008a). Znano je, da so bakterije v biofilmu bolj 
odporne na neugodne razmere v okolju (Shapiro, 1998; Davey in O'Toole, 2000). Struktura 
biofilma določa njegove mehanske lastnosti, ki so pomembne za stabilnost biofilma, ter 
vpliva na fiziologijo celic znotraj biofilma (Bhat in sod., 2012).  
V magistrski nalogi nas je zanimalo, ali obstaja povezava med zaznavanjem kvoruma, 
povišano slanostjo in nastankom biofilma pri bakteriji B. subtilis. Naš cilj je bil preveriti ali 
zaznavanje kvoruma s sistemom ComQXPA pri povišani slanosti gojišča vpliva na razvoj, 
morfologijo in biomaso biofilma ter na mehanske (viskoelastične) lastnosti biofilma. 
Ovrednotili smo tudi vpliv sistema za zaznavanje kvoruma ComQXPA in slanosti na 
izražanje gena epsA, ki je odgovoren za sintezo polisaharidne komponente matriksa.  
 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Povišana slanost inhibira razvoj biofilma in razširjanje bakterij po površini. 
 Pri visoki slanosti se struktura in viskoznost biofilma razlikuje med sevi B. subtilis 
divjega tipa in tistimi, ki ne proizvajajo signala ComX. Te razlike so manj opazne v 
gojišču z nizko slanostjo.  
 Sistem komuniciranja (ComQXPA) zavira razvoj biofilma oziroma rast, zato bo 
biomasa biofilma večja pri signalnih mutantah. 
 V signalnih mutantah bo povečana slanost spodbudila izražanje promotorja gena 
epsA (odgovoren za sintezo matriksa).  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJA B. subtilis 
 
B. subtilis je aerobna, paličasta bakterija, ki jo uvrščamo v deblo Firmicutes. Predstavlja 
modelni organizem in je na genetskem in fiziološkem nivoju ena izmed najbolj preučenih 
po Gramu-pozitivnih bakterij (Harwood, 1992; Kunst in sod., 1997). Gre za zelo razširjeno 
bakterijo, ki je prilagojena na rast v različnih okoljih – najdemo jo v tleh, vodnih okoljih, 
rizosferi in prebavilih živali (Barbosa in sod., 2005; Earl in sod., 2008). Je prilagodljiva in 
zmožna preživeti v nestabilnih pogojih okolja. Približno 4 % genoma bakterije kodira 
velike multifunkcionalne encime. Izločanje teh v okolje omogoča bakteriji rast na različnih 
substratih in hkrati s povečano razgradnjo polimerov v okolju pridobiti dodatna hranila 
(Kunst in sod., 1997). Približno 4-5 % genoma kodira gene za sintezo antibiotikov. 
Funkcija teh je protimikrobno delovanje, poleg tega pomagajo bakteriji preživeti v njenem 
naravnem habitatu ter imajo vpliv na njeno morfologijo in fiziologijo. Bakterija proizvaja 
različne antibiotike kot so surfaktin, fengicin, subtilin, dificidin in drugi (Kunst in sod., 
1997; Stein, 2005). 
Bakterije iz rodu Bacillus so poleg bakterij Escherichia coli industrijsko najpogosteje 
uporabljeni prokarionti za proizvodnjo rekombinantnih proteinov, saj je njihovo gojenje 
enostavno in cenovno ugodno. Bakterijo B. subtilis uvrščamo med GRAS (ang. generally 
recognized as safe) mikroorganizme (Westers in sod., 2004). Zaradi sposobnosti 
zunajceličnega izločanja snovi (Simonen in Palva, 1993), predstavljajo pomemben vir 
proizvodnje industrijskih encimov (Kunst in sod., 1997). S pomočjo te bakterije je 
proizvedeno približno 60 % komercialno dostopnih encimov (Westers in sod., 2004). 
Bakterija se uporablja za študij izločanja proteinov, za razvoj gostiteljske celice za 
proizvodnjo heterolognih proteinov (Harwood, 1992) in za preučevanje sinteze 
antibiotikov (Kunst in sod., 1997).  
 
2.1.1 Razvojne poti bakterije B. subtilis 
 
Bakterija B. subtilis uporablja različne sisteme zazanavanja kvoruma. Med temi je dobro 
preučen sistem za zaznavanje kvoruma ComQXPA, za katerega so predpostavili, da 
omogoča bakterijam znotraj populacije fenotipsko diferenciacijo v različne celične tipe 
(López in sod., 2008b; Dogša in sod., 2014): kanibalske celice, kompetentne celice, 
producente encimov za razgradnjo polimerov in encimov za sintezo antibiotikov, v 
dormantne spore in producente zunajceličnega matriksa (Msadek, 1999; López in sod., 
2008b, 2009; Vlamakis in sod., 2008). 
 
 
2.2 ZAZNAVANJE KVORUMA S SISTEMOM ComQXPA PRI BAKTERIJI B. 
subtilis 
 
Zunajcelične sigalne molekule omogočajo bakterijam medcelično komunikacijo, s čimer je 
tudi izražanje genov natančneje koordinirano (Winzer in Williams, 2001). Zaznavanje 
kvoruma (angl. »quorum sensing«) je zelo razširjen način mikrobne medcelične 
komunikacije, ki omogoča zaznavanje gostote bakterijske populacije (Kleerebezem in sod., 
1997; Lazazzera, 2000). Mehanizem je bil prvič opisan pri po Gramu-negativnih bakterijah 
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Vibrio harveyi in Vibrio fischeri, ki pri regulaciji bioluminiscence uporabljata 
dvokomponentni sistem LuxR/LuxI (Nealson in Hastings, 1979). Po Gramu-pozitivne 
bakterije za zaznavanje kvoruma uporabljajo majhne signalne peptide, t. i. avtoinduktorje 
ali feromone, ki jih v specifičnih okoljskih in fizioloških pogojih izločajo v zunajcelični 
prostor, jih akumulirajo in hkrati zaznavajo (Kleerebezem in sod., 1997).  
Bakterija B. subtilis za zaznavanje kvoruma uporablja sistem ComQXPA, ki ga sestavljajo 
izoprenoil sintetaza ComQ, feromon oz. signal ComX (Ansaldi in sod., 2002), receptor 
ComP in regulator prepisa ComA (Weinrauch in sod., 1990). Encim ComQ pretvori 55 
aminokislin dolg prepeptid ComX v aktivni signal ComX, tako da ga razreže in spremeni z 
izoprenilacijo. Signal ComX se izloči iz celice, vendar način tega še ni znan (Weinrauch in 
sod., 1991; Ansaldi in sod., 2002). Pri visoki celični gostoti se koncentracija signalnega 
peptida ComX v zunajceličnem prostoru poviša, kar aktivira receptor ComP (Ansaldi in 
sod., 2002), ki se avtofosforilira in tako omogoči prenos fosfatne skupine na regulator 
prepisa ComA (Nakano in Zuber, 1991). Fosforiliran ComA (ComA-P) nadzoruje prepis 
različnih genov (Roggiani in Dubnau, 1993; Wolf in sod., 2016) in inducira regulon ComA 
(Ogura in sod., 2001; Comella in Grossman, 2005), ki med drugim vključuje gene za 
razvoj kompetence (Weinrauch in sod., 1990) in sintezo surfaktina (Nakano in sod., 1991).  
 
2.2.1 Razvoj kompetence 
 
Kompetenca je fiziološko stanje celice, ki omogoča prevzem in vgradnjo tuje DNK iz 
okolja. Izraža se le pri majhnem delu populacije, tj. približno 10 %, in le-ta se od drugih 
celic razlikuje tako morfološko kot metabolno (Dubnau, 1991). Na razvoj kompetence 
vplivajo predvsem hranila in faza rasti. Raziskave kažejo, da se kompetenca pri bakteriji B. 
subtilis bolje razvije v revnih kot v kompleksnih gojiščih v post-eksponentni fazi rasti in je 
maksimalna dve uri po prehodu v stacionarno fazo rasti (Dubnau, 1991; López in sod., 
2008a).  
Do razvoja kompetence pride, ko regulator prepisa ComA-P sproži prepis operona srfAB, 
ki nosi zaspis za gen comS (Nakano in Zuber, 1991). Slednji omogoča sintezo glavnega 
regulatorja kompetence ComK, ki nadzoruje začetek prepisa genov, vpletenih v 
kompetenco (Turgay in sod., 1997).  
 
 
2.3 RAZVOJ BIOFILMA PRI BAKTERIJI B. subtilis  
 
Skozi evolucijo so bakterije razvile sisteme, ki jim omogočajo prilagajanje na različne 
razmere v okolju. Eden izmed načinov prilagoditve je razvoj biofilma, ki bakterijam 
omogoča lažje dostopanje do hranil in jih ščiti pred neugodnimi pogoji v okolju (O'Toole 
in sod., 2000; Hall-Stoodley in sod., 2004). Gre za morfološko kompleksno večcelično 
strukturo, sestavljeno iz različnih subpopulacij bakterij z genotipskimi in fenotipskimi 
razlikami (Aguilar in sod., 2007; Vlamakis in sod., 2008) (Slika 1). Celice različnih 
subpopulacij imajo različne funkcije, s čimer se poveča nabor fizioloških funkcij biofilma 
in uspešnost odziva na stres (Vlamakis in sod., 2008; Stewart in Franklin, 2008).  
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Slika 1: Prikaz razvoja biofilma iz plavajočih celic in subpopulacije znotraj biofilma (Romero, 2013). 
 
Bakterije obdaja hidrofobni zunajcelični matriks, ki tvori kompleksno mrežo, sestavljeno iz 
težko razgradljivih makromolekul kot so zunajcelični polisaharidi (EPS), proteini, 
surfaktanti, adhezini in nukleinske kisline (Hall-Stoodley in sod., 2004; Branda in sod., 
2005; Flemming in Wingender, 2010; Dogša in sod., 2013). Matriks povezuje bakterije, jih 
ščiti pred zunanjimi dejavniki, kontrolira prehod hranil in signalov iz okolja ter vpliva na 
arhitekturo biofilma (López in sod., 2008b; Flemming in Wingender, 2010). Do nastanka 
biofilma pride zaradi spremembe različnih dejavnikov okolja, kot so temperatura, pH, 
slanost, prisotnost toksičnih snovi v okolju in drugo (Davey in O'Toole, 2000; Hall-
Stoodley in sod., 2004). 
Tvorba biofilma je energetsko potraten proces, zato je začetek tvorbe biofilma natančno 
reguliran (Cairns in sod., 2014). Bakterija B. subtilis je razvila kompleksni sistem, ki 
združuje avtokrini in parakrini sistem signaliziranja (López in sod., 2009; Romero, 2013). 
Peptid ComX, pomembna komponenta sistema ComQXPA za zaznavanje kvoruma, 
predstavlja ključni signal avtokrinega sistema, ki posredno vpliva na proizvodnjo 
surfaktina (Magnuson in sod., 1994; Tortosa in sod., 2001) (Slika 2). Slednji predstavlja 
glavni signal parakrinega sistema, ki preko senzorja histidin kinaze KinC sproži 
fosforilacijo glavnega regulatorja Spo0A (López in sod., 2008a).  
 
Slika 2: Prikaz sistema ComQXPA za zaznavanje kvoruma in njegov vpliv na nastanek komponent 
zunajceličnega matriksa biofilma pri bakteriji B. subtilis (Dogša in sod., 2014). 
  
Koncentracija fosforiliranega regulatorja Spo0A-P v celici določa pot diferenciacije – v 
primeru višje koncentracije regulatorja bodo nastale spore, v nasprotnem primeru se bodo 
celice diferencirale v producente matriksa biofilma (Chai in sod., 2007). Pri slednjem pride 
do aktivacije regulatorja SinI, ki prekine delovanje regulatorja SinR. To privede do prepisa 
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operonov epsA-O in tasA za nastanek zunajceličnega matriksa in do razvoja biofilma 
(Kearns in sod., 2005). Operon epsA-O nosi zapis za encime, odgovorne za sintezo 
zunajceličnega polisaharida EpsA-O. Ta predstavlja glavni polisaharid matriksa biofilmov, 
gojenih v gojišču MSgg (Branda in sod., 2006).  
Poleg polisaharida EpsA-O in proteina TasA sta pomembni komponenti matriksa biofilma 
tudi hidrofobni protein BslA in levan (Ostrowski in sod., 2011; Kobayashi in Iwano, 
2012). Sinteza BslA in levana je prav tako povezana s sistemom za zaznavanje kvoruma 
ComQXPA. Regulator prepisa ComA-P omogoča izražanje gena degQ, ki nosi zapis za 
regulator DegQ (Msadek in sod., 1991). Ta omogoča fosforilacijo proteina DegU (DegU-
P) in s tem izražanje genov bslA in sacB, odgovornih za sintezo proteina BslA in levana 
(Kunst in Rapoport, 1995; Kobayashi, 2007b). Levan vpliva na fizikalno-kemijske 
lastnosti biofilma, vendar za nastanek biofilma ni nujno potreben (Dogša in sod., 2013). 
 
2.3.1 Proizvodnja surfaktina 
 
Surfaktin je lipopeptidni antibiotik in biosurfaktant (Nakano in sod., 1992). Do njegove 
proizvodnje pride, ko se regulator prepisa ComA-P veže na promotorsko regijo (Roggiani 
in Dubnau, 1993) in sproži prepis operona srfA. Ta operon nosi zapis za encimski 
kompleks, odgovoren za sintezo lipopeptida surfaktina (Nakano in sod., 1988). Podobno 
kot je fenotipska heterogenost značilna za kompetentne celice (Dubnau, 1993; Maamar in 
sod., 2007), surfaktin proizvaja le del bakterijske populacije (López in sod., 2009). 
Raziskave kažejo, da antibiotiki v majhnih, subinhibitornih koncentracijah vplivajo na 
izražanje genov (Romero in sod., 2011). Surfaktin je pomemben za izražanje poznih 
kompetenčnih genov (Dubnau, 1991), deluje pa tudi kot parakrina signalna molekula, ki 
sproži nastanek por v celični membrani tarčnih celic in s tem izhajanje K+. To 
neravnovesje v celici naj bi induciralo razvoj biofilma preko aktivacije histidin kinaze 
KinC (López in sod., 2008a).  
Poleg surfaktina so znane še druge spojine, ki povzročijo izhajanje K+ iz celice in s tem 
neposredno sprožijo izražanje genov matriksa biofilma. Primer teh so fungicid nistatin, 
antibiotik valinomicin (López in sod., 2008a) in biocid klorin dioksid (Shemesh in sod., 
2010). Senzor KinC se lahko aktivira z različnimi mehanizmi, ki vplivajo na poškodbe 
membrane, kot je na primer prehajane K+ skozi pore ali znižanje membranskega 
potenciala, ki ga povzroči določena spojina (López in sod., 2008a; Shemesh in sod., 2010).  
Pomembno vlogo pri zaznavanju signalov iz okolja ima tudi histidin kinaza KinD, ki 
zaznava spremembe osmolarnosti v okolju ter hkrati uravnava sintezo matriksa in 
sporulacijo (Aguilar in sod., 2010). Nadalje so ugotovili, da povečana osmolarnost, ki jo 
sproži povečana koncentracija EPS v biofilmu, stimulira aktivnost kinaze KinD. To 
pripelje do kopičenja Spo0A-P. Prekomerno povečana koncentracija slednjega inhibira 
SinI in s tem inhibira izražanje genov matrika (Rubinstein in sod., 2012). 
Raziskave na temo biofilma pri bakteriji B. subtilis so osredotočene predvsem na dve vrsti 
biofilmov: biofilme na trdnem gojišču, ki jih vidimo kot kompleksne in nagubane kolonije 
na površini agariziranega gojišča ter biofilme v tekočem gojišču, ki nastajajo na interfazi 
tekočina-zrak, t. i. plavajoči biofilmi ali pelikli (Branda in sod., 2001; Kobayashi, 2007a). 
Slednji nastanejo, ko gibljive celice dosežejo visoko celično gostoto in se pomaknejo do 
interfaze tekočina-zrak, kjer tvorijo večcelične strukture. Celice znotraj biofilma se najprej 
diferencirajo v negibljive celice, ki se povežejo v verige in proizvajajo zunajcelični 
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matriks. V končni fazi se producentke matriksa na obrobju, na zračni strani biofilma 
diferencirajo v sporulirajoče celice, kar kaže, da je sporulacija povezana z nastankom 
arhitekturno kompleksnega biofilma (Kearns in sod., 2005; Vlamakis in sod., 2008).  
 
 
2.4 OSMOADAPTACIJA BAKTERIJE B. subtilis  
 
Bakterija B. subtilis je v svojem naravnem habitatu izpostavljena neprestanim osmotskim 
spremembam, zato so mehanizmi osmoregulacije oz. osmoadaptacije ključnega pomena za 
njeno rast in preživetje (Boch in sod., 1994; Höper in sod., 2006; Kohlstedt in sod., 2014). 
Bakterija lahko raste tako v revnih kot bogatih gojiščih, ki vsebujejo visoke koncentracije 
NaCl, tj. 7 % (Boch in sod., 1994). V stresnih in zelo neugodnih razmerah tvori bakterija 
visoko odporne spore, vendar je ta proces pri povišani osmolarnosti okolja inhibiran 
(Kunst in Rapoport, 1995; Kempf in Bremer, 1998). Povišana osmolarnost okolja povzroči 
v bakteriji osmotski šok, ki aktivira splošni stresni odziv preko regulona σB (Vӧlker in sod., 
1994; Höper in sod., 2006). Pri tem je vključenih najmanj 37 proteinov, ki so nujno 
potrebni za zagotavljanje odpornosti na osmotski stres (Kunst in sod., 1997). V primeru 
dolgotrajne izpostavljenosti osmotskemu stresu le-ta ne nudi zadostne odpornosti, zato je 
bakterija razvila dodatne mehanizme osmoadaptacije (Whatmore in sod., 1990).  
Prva faza prilagoditve na dolgotrajno povišano osmolarnost okolja je kopičenje kalija (K+) 
iz okolja, s čimer celica ohrani turgor. Druga faza je kopičenje organskih osmolitov, t. i. 
kompatibilnih topljencev, ki nadomestijo nakopičen K+ (Whatmore in sod., 1990). Gre za 
dobro topne molekule, ki preprečijo izhajanje vode iz celice v hipertonično okolje in s tem 
ohranijo turgor celice, njeno funkcionalnost, rast in proliferacijo pri povišani osmolarnosti 
okolja (Whatmore in sod., 1990; Yancey, 1994; Kempf in Bremer, 1998). Delujejo kot 
stabilizatorji proteinov in preprečujejo denaturacijo celičnih komponent. Mikroorganizmi 
uporabljajo različne kompatibilne topljence kot so trehaloza, glicerol, glutamat, karnitin, 
ektoin, holin, glicin betain, prolin in drugi (Yancey, 1994; Dragolovich in Pierce, 1994). 
Bakterija B. subtilis ima pet visoko-afinitetnih osmoregulacijskih transportnih sistemov 
(OpuA do OpuE), ki ji omogočajo črpanje različnih topljencev iz okolja (Bremer, 2002). 
Najpomembnejši topljenec je prolin, ki ga lahko bakterija B. subtilis de novo sintetizira iz 
glutamata in 2-oksoglutarata (Whatmore in sod., 1990; Höper in sod., 2006; Hahne in sod., 
2009).  
Bakterija v osmostresu svoj metabolizem preusmeri v biosintezo prolina tako, da ohrani 
pretok substrata skozi glavno metabolno pot ogljika in poveča izražanje encimov, vpletenih 
v začetni del cikla trikarboksilnih kislin (TCA), in sicer do tvorbe 2-oksoglutarata. Encimi, 
vpleteni v TCA od sinteze 2-oksoglutarata naprej, so v osmotskem stresu sintetizirani le v 
manjših količinah. S tem si celica zagotovi zadostne količine prekurzorja 2-oksoglutarata 
in posledično tudi glutamata (Slika 3) (Höper in sod., 2006; Hahne in sod., 2009; Kohlstedt 
in sod., 2014). Raziskave so pokazale, da genetske motnje v poti biosinteze prolina 
privedejo do občutljivosti na povišano slanost okolja (Kohlstedt in sod., 2014). 
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Slika 3: Cikel 2-oksoglutarat-glutamat pri bakteriji B. subtilis (Matic in sod., 2004). 
 
Prilagajanje bakterije na osmotski stres lahko povzroči fiziološke spremembe, kot so: (i) 
spremembe v sestavi citoplazemske membrane, (ii) spremenjene lastnosti celične stene in 
(iii) inhibicija gibanja bakterije (López in sod., 1998, 2000; Steil in sod., 2003). Te 
spremembe so posledica inhibiranih ali močneje izraženih posameznih encimov bakterije. 
Povišana slanost privede do povečanega izražanje genov za sintezo kardiolipina ter 
nasičenih in nenasičenih maščobnih kislin. Nasprotno, povišana slanost zmanjša sintezo 
izo-razvejanih maščobnih kislin (López in sod., 2000; Höper in sod., 2006; Hahne in sod., 
2009) in zmanjša prepis 36 od 56 znanih genov za kemotakso in gibljivost bakterije (Steil 
in sod., 2003).  
 
2.4.1 Mehanizem zaznavanja kvoruma in regulacija osmotskega stresa pri 
bakterijah 
 
Dvokomponentni sistemi za zaznavanje kvoruma, ki vključujejo histidin kinazne senzorje 
in proteinske regulatorje, so pomembni za hiter odziv bakterije na okoljske spremembe 
(Kunst in sod., 1994; Kunst in Rapoport, 1995; Msadek, 1999). Pri bakteriji Vibrio harveyi 
so dokazali, da regulator LuxR, ki je pomemben pri zaznavanju kvoruma, regulira odziv na 
osmotski stres. V osmotskem stresu slednji aktivira izražanje kompatibilnega topljenca 
glicin betaina, ki omogoči bakteriji osmoadaptacijo (Kessel in sod., 2015). Znane so tudi 
druge bakterijske vrste, ki osmoadaptacijo uravnavajo s sistemi za zaznavanje kvoruma 
(Msadek, 1999; Kessel in sod., 2015).  
Bakterija B. subtilis ima več kot 30 dvokomponentnih sistemov, ki se med seboj prepletajo 
in regulirajo različne odzive na okoljske spremembe. Prepletanje različnih sistemov 
bakteriji omogoča učinkovitejši odziv na stres (Kunst in sod., 1997; Msadek, 1999), saj 
uravnavajo sintezo zunajceličnih encimov razgradnje, razvoj kompetence, sporulacije, 
gibljivosti bakterije in produkcijo antibiotikov (Dubnau in sod., 1994; Kunst in sod., 1994). 
V osmotskem stresu se poveča sinteza encimov razgradnje kot so amilaze, proteaze, 
ksilanaze in levansukraze (Kunst in sod., 1994), poveča se izražanje poznih kompetenčnih 
genov ter prekine se proces sporulacije (Kunst in Rapoport, 1995; Kempf in Bremer, 
1998).  
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Slika 4: Shema povezanosti ComA-ComP in DegU-DegS dvokomponentnih sistemov, ki regulirata sintezo 
encimov razgradnje in razvoj kompetence (Kunst in Rapoport, 1995). 
 
Povišana slanost okolja poleg splošnih nespecifičnih odzivov na stres inducira tudi 
specifični odziv - dvokomponentni sistem DegS-DegU (Dartois in sod., 1998; Mäder in 
sod., 2002). Ta regulira izražanje genov encimov razgradnje in genov za razvoj 
kompetence (Kunst in Rapoport, 1995) (Slika 4). Prepis gena degQ, ki vpliva na aktivacijo 
omenjenega sistema, je neposredno povezan z regulatorjem ComA, ki je del sistema za 
zaznavanja kvoruma ComQXPA (Msadek in sod., 1991; Dogša in sod., 2014). Tako 
dvokomponentni sistem ComP-ComA kot DegS-DegU vplivata na izražanje regulatorja 
ComK, ki omogoča izražanje poznih kompetenčnih genov (Kunst in Rapoport, 1995) in 
ima pozitivni regulatorni vpliv na sintezo encimov razgradnje (Kong in Dubnau, 1994).  
Vpliv slanosti na razvoj biofilmov je bil dokazan pri različnih bakterijah kot so Salmonella 
typhimurim (Xu in sod., 2010), Escherichia coli (Jubelin in sod., 2005), Vibrio vulnificus 
(McDougald in sod., 2006), Staphylococcus aureus (Lim in sod., 2004) in drugih. 
Raziskave kažejo, da nižje koncentracije NaCl vplivajo na povečano zaznavanje kvoruma 
in pospešijo razvoj biofilma, ravno nasprotno se zgodi pri višjih koncentracijah NaCl v 
okolju, kjer so ti procesi inhibirani. Nepojasnjeno ostaja na kaj točno vpliva NaCl in ali 
obstaja kakšna korelacija med zaznavanjem kvoruma in razvojem biofilma (Lim in sod., 
2004; Jahid in sod., 2015). Pri bakteriji B. subtilis so ugotovili, da se izražanje gena srfA z 
večanjem koncentracije NaCl v okolju zmanjšuje in je močno inhibirano pri 4 % NaCl 
(Dogša in sod., 2014). 
 
 
2.5 MORFOLOGIJA BIOFILMOV BAKTERIJE B. subtilis 
 
Kolonije oz. biofilmi različnih sevov bakterije B. subtilis se lahko med seboj morfološko 
zelo razlikujejo (Branda in sod., 2005; Aguilar in sod., 2007). Vzrok za to so razlike v 
genskem materialu ter razlike regulatornih sistemov, ki jih sevi uporabljajo (Aguilar in 
sod., 2007). Na fenotip močno vplivajo tudi okoljski pogoji. Že manjše spremembe v 
sestavi gojišča, temperaturi inkubacije in deležu agarja v gojišču vplivajo na arhitekturo in 
robustnost kolonij (Shapiro, 1998; Branda in sod., 2005; Veening in sod., 2006). V gojiščih 
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z dodanimi sladkorji, kot je na primer gojišče LB, je sinteza matriksa zmanjšana, kar se 
morfološko odraža kot ploščata rast biofilmov (Aguilar in sod., 2007). Najpogosteje 
uporabljeno gojišče pri preučevanju biofilmov bakterije B. subtilis je MSgg, kjer sta 
glicerol glavni vir ogljika in glutamat glavni vir dušika (Branda in sod., 2001; Aguilar in 
sod., 2007). Nastanek matriksa pri divjem tipu bakterije B. subtilis se kaže kot naguban 
biofilm oz. kolonije na trdnem gojišču MSgg (López in sod., 2008a). Med razvojem 
biofilma pride do morfoloških sprememb. Na začetku razvoja so biofilmi ploščati, 
pravilnih oblik ter kažejo homogeno in izotropno rast (Slika 5). V nadaljnjem razvoju se 
število celic in s tem število gub poveča, gibljive celice naj bi kasneje v razvoju izgubile to 
lastnost in postale producentke matriksa, ki nato v še kasnejši fazi razvoja biofilma tvorijo 
spore (Vlamakis in sod., 2008; Trejo in sod., 2013). Pritrjanje celic na površino prepreči 
biofilmu širitev po površini v dvodimenzionalnem prostoru. Večja količina izvenceličnega 
matriksa povzroči razvoj 3D oblike biofilma (Asally in sod., 2012).  
 
Slika 5: Prikaz razvoja biofilma bakterije B. subtilis v različnih časovnih točkah inkubacije na trdnem 
agariziranem gojišču (Vlamakis in sod., 2008). 
 
Morfologija biofilmov je posledica diferenciacije celic znotraj populacije, rasti celic, 
produkcije matriksa, delovanja mehanskih sil ter odmiranja celic, ki skupaj z matriksom 
tvorijo gube biofilma (Branda in sod., 2001; Vlamakis in sod., 2008; Asally in sod., 2012; 
Trejo in sod., 2013). Število bakterij se med razvojem biofilma povečuje, kar se odraža 
tudi v večjem številu mrtvih celic. Slednje se kopičijo na dnu biofilma, natančneje na 
pregibu gube, kar pomeni, da lokalizirana celična smrt vpliva na nastanek gub (Slika 6). Ta 
proces je genetsko nadzorovan z geni, odgovornimi za sintezo matriksa (Asally in sod., 
2012).  
 
Slika 6: Shematski prikaz tvorbe gub biofilma pri bakteriji B. subtilis (Asally in sod., 2012). 
 
Pri bakteriji B. subtilis je znanih že nekaj genov, ki vplivajo na sintezo matriksa in s tem na 
morofologijo biofilmov: eps, tasA, spo0A, sinI, luxS in degU (Branda in sod., 2001; 
Hamon in Lazazzera, 2001; Kearns in sod., 2005; Verhamme in sod., 2009; Trejo in sod., 
2013). Pri nastanku in razvoju biofilma igrajo pomembno vlogo tudi geni za proizvodnjo 
surfaktantov, saj ti zmanjšajo površinsko napetost, omogočajo boljšo rast in lažje širjenje 
biofilma po površini (Straight in sod., 2006; Romero, 2013). Biofilmi mutant srfAA se 
glede na divji tip bakterije B. subtilis morfološko razlikujejo – rast biofilmov je slabša, so 
manjši, tanjši, ne tvorijo zračnih struktur, so gladki in mokrega videza (Branda in sod., 
2001; Straight in sod., 2006; López in sod., 2008a).  
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2.6 REOLOŠKE LASTNOSTI BIOFILMOV  
 
Reologija je veda, ki preučuje deformacijo materiala, izpostavljenega napetosti. Ta je 
definirana kot sila, ki deluje na površino. Deformacijsko stanje materiala opišemo kot 
viskozno (tekočine), viskoelastično ali elastično obnašanje (trdne snovi). Pomembna 
parametra za določanje reoloških lastnosti materiala sta strižna napetost in strižna hitrost. 
Strižna napetost je sila in deluje vzporedno s površino materiala, ki se le-tej upira. Strižna 
hitrost nam pove kakšna je hitrost deformacije materiala pri določeni strižni napetosti 
(Barnes, 2000; Goodwin in Hughes, 2000).  
Tekočine delimo v dve skupini: Newtonske in ne-Newtonske tekočine. Slednje delimo na 
psevdoplastične, dilatantne in plastične tekočine (Slika 7) (Schramm, 2000). Za biofilme je 
značilno psevdoplastično obnašanje (angl. »shear-thinning«), kjer se z večanjem strižne 
hitrosti viskoznost biofilma zmanjšuje (Schramm, 2000; Billings in sod., 2015). Reološke 
lastnosti biofilma lahko določimo s pomočjo rotacijskih testov, ki omogočajo študij bolj 
kompleksnih tekočin (Mezger, 2006), in s pomočjo matematičnih modelov za in silico 
ocenjevanje lastnosti (Goodwin in Hughes, 2000; Böl in sod., 2013). Znana rotacijska testa 
sta test s kontrolirano strižno hitrostjo (CSR; angl. controlled shear rate) in test s 
kontrolirano strižno napetostjo (CSS; angl. controlled shear stress) (Mezger, 2006). 
 
Slika 7: Prikaz reološko različnih tipov tekočin. A – Reogrami (strižna napetost v odvisnosti od strižne 
hitrosti) in B – krivulje viskoznosti Newtonskih (1), psevdoplastičnih (2), dilatantnih (3) in plastičnih (4) 
tekočin (Schramm, 2000). 
 
Reologijo biofilmov lahko razdelimo na mikro- in makroreologijo. Mikroreologija 
preučuje lastnosti materiala na mikroskali in omogoča vpogled v strukturo biofilma, 
medtem ko makroreologija preučuje fizikalne lastnosti in spremembe viskoznosti biofilma. 
Uporablja se za preučevanje vpliva okolja na lastnosti biofilma in merjenje mejne napetosti 
(tj. kolikšna sila je potrebna, da se biofilm pretvori v tekočini podobno snov) (Billings in 
sod., 2015).  
Biofilme uvrščamo med viskoelastične tekočine, kar pomeni, da pod vplivom strižne 
napetosti kažejo tako viskozne kot elastične lastnosti (Stoodley in sod., 1999; Hall-
Stoodley in sod., 2004). Viskozne lastnosti se kažejo pri višjih strižnih napetostih kot 
irreverzibilna deformacija biofilma, medtem ko se kažejo elastične lastnosti pri nižjih 
strižnih napetostih kot reverzibilna deformacija (Schramm, 2000). Biofilm je skupek 
bakterij in makromolekul v vodi, ki tvorijo kompleksno in stabilno strukturo. Le-ta je 
visoko odporna na mehanske sile, kar povzroča številne inženirske težave (Flemming in 
Wingender, 2010). Mehanske lastnosti biofilma so odvisne od strukture zunajceličnega 
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matriksa, velikosti por in heterogenosti (O'Toole in sod., 2000; Billings in sod., 2015). 
Oblika biofilma in strukturna organiziranost vplivata na poroznost in gostoto biofilma, kar 
vpliva na masni pretok oz. prenos topljencev v biofilm in znotraj tega (Stoodley in sod., 
1999).  
Okoljski dejavniki kot so temperatura, pH in slanost vplivajo na razvoj matriksa ter s tem 
tudi na reološke lastnosti biofilma. Znano je, da nižje koncentracije NaCl povečajo 
nastanek zunajceličnega matriksa, vendar ko koncentracija NaCl v okolju preseže neko 
določeno koncentracijo povzroči ravno nasprotni učinek – destabilizacijo matriksa (Lim in 
sod., 2004; Garrett in sod., 2008; Pavlovsky in sod., 2013; Jahid in sod., 2015). Povišana 
slanost v okolju onemogoči elektrostatične interakcije znotraj matriksa, kar zmanjša 
njegovo vezljivost in kompaktnost ter zmanjša viskoznost (Chen in Stewart, 2002). 
12 
Skočič T. Povezava med zaznavanjem kvoruma in odzivom na povišano slanost pri bakteriji Bacillus subtilis.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Kemikalije 
 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij. 
 
3.1.2 Aparature 
 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih aparatur. 
 
 
Ime kemikalije Proizvajalec  Ime kemikalije Proizvajalec  
(NH4)2SO4 Merck, Nemčija LB agar Sigma-Aldrich, ZDA 
Agar Fluka, Švica LB broth Sigma-Aldrich, ZDA 
CaCl2  Sigma-Aldrich, ZDA Linkomicin Sigma-Aldrich, ZDA 
D-glukoza Sigma-Aldrich ZDA Lizocim (50 mg/ml) Sigma-Aldrich, ZDA 
EDTA Sigma-Aldrich, ZDA MgCl2 × 6H2O Sigma-Aldrich, ZDA 
Etanol Merck, Nemčija MgSO4 × 7H2O Merck, Nemčija 
FeCl3 Fluka, Švica MnCl2 Merck, Nemčija 
Fenilalanin Merck, Nemčija MOPS  Merck, Nemčija 
Fenol Kemika, Hrvaška Na-citrat×2H2O Merck, Nemčija 
Glicerol Sigma-Aldrich, ZDA NaCl Merck, Nemčija 
Glukoza Sigma-Aldrich, ZDA Neomicin Sigma-Aldrich, ZDA 
Glutamat Sigma-Aldrich, ZDA Proteinaza K (20mg/ml) Sigma-Aldrich, ZDA 
Izoamil alkohol Merck, Nemčija Ribonukleaza »Rnase A«  Sigma-Aldrich, ZDA 
K3PO4 Sigma-Aldrich, ZDA (10 mg/ml)  
Kanamicin Sigma-Aldrich, ZDA Spektinomicin Sigma-Aldrich, ZDA 
Kazeinski hidrolizat BD, ZDA SDS Fluka, Švica 
K2HPO4 Sigma-Aldrich, ZDA Tetraciklin Sigma-Aldrich, ZDA 
KH2PO4 Sigma-Aldrich, ZDA Tiamin hidroklorid Fluka, Švica 
Kloramfenikol Sigma-Aldrich, ZDA Triptofan Sigma-Aldrich, ZDA 
Kloroform Sigma-Aldrich, ZDA Tris-HCl Sigma-Aldrich, ZDA 
Kvasni ekstrakt Biolife, Italija ZnCl2 Sigma-Aldrich, ZDA 
Ime aparature Proizvajalec  Ime aparature Proizvajalec  
Avtoklav (A-21)  Kambič, Slovenija Lupa (Intralux 6000-1) Volpi, Švica 
Centrifuga (51264) Eppendorf, Nemčija 
Magnetni mešalnik 
(Rotamix 550 MMH) 
Tehtnica, Slovenija 
Centrifuga (Sigma 3K30)  Sigma, Nemčija Reometer (MCR302) Anton Paar, Avstrija 
Cytation3 imaging reader BioTek, ZDA Stresalnik (Vibromix 31) Tehtnica, Slovenija 
Fotoaparat (EOS 600D) Canon, Japonska Tehtnica (PM400 Blance) Mettler-Toledo, ZDA 
Fotometer (MA 9510) Iskra, Slovenija Vodna kopel (SW22) Julabo, Nemčija 
Grelno/sušilna komora Binder, Nemčija 
UV/VIS spektrofotometer 
(NanoDrop 1000) 
Thermo scientific, 
ZDA 
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3.1.3 Bakterijski sevi 
 
Preglednica 3: Bakterijski sevi B. subtilis, ki smo jih uporabljali v magistrski nalogi. 
Oznaka seva Genotip 
Odpornost seva proti 
antibiotiku 
Vir 
PS-216 wt / 
Štefanič in Mandić 
Mulec, 2009 
PS-216 ΔcomQ comQ::kan Kanamicin Špacapan M., 2015 
PS-216 ΔcomP comP::cat Kloramfenikol Oslizlo in sod., 2014 
PS-216 ΔcomA comA::ery Eritromicin 
Štefanič P., 
neobjavljeno 
PS-216 ΔsrfA srfAA::Tn19 (mls) 
Linkomicin, 
eritromicin 
Oslizlo in sod., 2014 
PS-216 PepsA-gfp amyE::PepsA-gfp (cat) Kloramfenikol To delo 
PS-216 ΔcomQ 
PepsA-gfp 
comQ::kan amyE::PepsA-gfp (cat) 
Kanamicin, 
kloramfenikol 
To delo 
PS-216 ΔcomQ 
ΔsrfA 
comQ::kan srfAA::Tn19 (mls) 
Kanamicin, 
linkomicin, eritromicin 
Oslizlo in sod., 2014 
 
3.1.4 Sestava gojišča 
 
· Tekoče gojišče Luria-Bertani (LB) 
Za pripravo 1 L gojišča potrebujemo 5 g kvasnega ekstrakta, 5 g NaCl, 10 g triptona in 
destilirano vodo do 1 L. Sestavine premešamo in avtoklaviramo pri temperaturi 121 °C 20 
minut in tlaku 1.3 bara.  
 
· Trdno gojišče LB 
Pripravimo enako kot tekoče gojišče LB in dodamo še 1.5 % (w/V) agarja. Sestavine 
premešamo in avtoklaviramo pri temperaturi 121 °C 31 min in tlaku 1.3 bara. Po 
avtoklaviranju gojišče ohladimo v vodni kopeli na 50 °C in po potrebi dodamo ustrezne 
antibiotike ter razlijemo v sterilne petrijevke. 
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· Tekoče minimalno gojišče z dodanim glutamatom in glicerolom (MSgg) (Branda in 
sod., 2001) 
V določenem volumnu destilirane vode zmešamo 100 mM MOPS, 5 mM K3PO4, 50 
µg/mL triptofana, 50 µg/mL fenilalanina, 2 mM MgCl2×6H2O, 0.5 % (w/V) glutamat, 700 
µM CaCl2, 50 µM MnCl2, 50 µM FeCl3, 1 µM ZnCl2 in 0.5 % (w/V) glicerola. Sestavine 
premešamo in avtoklaviramo pri temperaturi 110 °C 25 minut in tlaku 1.3 bara. Ko se 
gojišče ohladi, dodamo 2 µM tiamin hidroklorid, ki ga sterilno pripravimo s filtracijo.  
 
· Trdno gojišče MSgg 
Pripravimo enako kot tekoče gojišče MSgg in dodamo še 1.5 % (w/V) agarja. Sestavine 
premešamo in avtoklaviramo pri temperaturi 110 °C 36 minut in tlaku 1.3 bara. Gojišče v 
vodni kopeli ohladimo do 50 °C in dodamo 2 µM tiamin hidroklorid ter ga razlijemo v 
sterilne petrijevke. 
 
· Tekoče gojišče MSgg z dodatkom NaCl 
Pripravimo enako kot tekoče MSgg gojišče in dodamo še ustrezno količino NaCl. 
Pripravimo 2, 4 in 6 % (w/V) NaCl v gojišču. Sestavine premešamo in avtoklaviramo pri 
temperaturi 110 °C 25 minut in tlaku 1.3 bara. Ko se gojišče ohladi, dodamo 2 µM tiamin 
hidroklorid. 
 
· Trdno gojišče MSgg z dodatkom NaCl 
Pripravimo enako kot trdno MSgg gojišče in dodamo še ustrezno količino NaCl. 
Pripravimo 2, 4 in 6 % (w/V) NaCl v gojišču. Sestavine premešamo in avtoklaviramo pri 
temperaturi 110 °C 36 minut in tlaku 1.3 bara. Gojišče v vodni kopeli ohladimo do 50 °C 
in dodamo 2 µM tiamin hidroklorid ter ga razlijemo v sterilne petrijevke. 
 
· Tekoče kompetenčno gojišče (CM) (Albano in sod., 1987) 
Za pripravo 100 mL gojišča potrebujemo 100 mL raztopine 1 × SS (Spizizen soli), 1 mL 
50 % (w/w) glukoze, 1 mL 2 % (w/V) kazeinskega hidrolizata, 1 mL 10 % (w/V) kvasnega 
ekstrakta, 2.5 mM MgCl2. Vse raztopine predhodno ločeno pripravimo in avtoklaviramo 
pri temperaturi 110 °C 25 minut in tlaku 1.3 bara. Po avtoklaviranju k raztopini 1 × SS 
sterilno dodamo preostale raztopine in premešamo. 
 
3.1.5 Antibiotiki 
 
Preglednica 4: Antibiotiki in končne koncentracije, ki smo jih uporabljali pri gojenju bakterij. 
Ime Končna koncentracija 
Kanamicin 50 µg/mL 
Kloramfenikol 5 µg/mL 
Linkomicin 25 µg/mL  
Eritromicin 20 µg/mL  
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3.1.6 Pufri in raztopine 
 
Preglednica 5: Seznam in sestava pufra ter raztopin, ki smo jih uporabljali v magistrski nalogi. 
Ime pufra/raztopine Sestava 
Pufer TES: 
 10 mM Tris-HCl pH 7,6 
 1 mM EDTA 
 0,1 M NaCl 
10% (w/V) raztopina SDS: 
 10 g SDS 
 do 100 mL dH2O 
Raztopina 1×SS (Spizizen soli): 
 0,6 g KH2PO4 
 1,4 g K2HPO4 
 0,2 g (NH4)2SO4 
 0,1 g Na-citrat × 2H2O 
 0,02 g MgSO4 × 2H2O 
 do 100 mL dH2O 
1 M raztopina MgCl2: 
 9,52 g MgCl2 
 do 100 mL dH2O 
50 % (w/w) raztopina glukoze: 
 50 g glukoze 
 50 g dH2O 
2 % (w/V) raztopina kazeinskega hidrolizata: 
 2 g kazein hidrolizata 
 do 100 mL dH2O 
10 % (w/V) raztopina kvasnega ekstrakta: 
 10 g kvasnega ekstrakta 
 do 100 mL dH2O 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Pregled metod 
 
 
Slika 8: Shematski pregled magistrskega dela. 
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3.2.2 Izolacija kromosomske DNK 
 
Bakterije B. subtilis smo nacepili v tekoče gojišče LB in stresali preko noči pri temperaturi 
37 °C in 200 obr/min. Prekonočno kulturo smo 100-krat redčili v svežem gojišču LB. Da 
smo preprečili sporulacijo bakterij, smo slednjemu dodali glukozo do končne koncentracije 
1 % (w/V). Kulturo smo pod enakimi pogoji gojili še 5 ur, tako da so bakterije dosegle 
pozno eksponentno stopnjo rasti. Potem smo prenesli 1,5 mL kulture v mikrocentrifugirko 
in centrifugirali 5 min pri 16000 g. Supernatant smo zavrgli in v mikrocentrifugirko 
ponovno prenesli 1,5 mL kulture ter centrifugirali na enak način. Supernatant smo 
previdno odstranili, tako da je v mikrocentrifugirki ostala le usedlina. Skupni volumen 
kulture, iz katere smo izolirali kromosomsko DNK, je tako znašal 3 mL. Usedlino smo 
resuspendirali v 300 µL pufra TES, dodali lizocim do končne koncentracije 1 mg/mL in 
ribonukleazo Rnazo A do končne koncentracije 60 µg/mL ter inkubirali 30 min pri 
temperaturi 37 °C. Nato smo dodali SDS do končne koncentracije 1 % (w/V) in Proteinazo 
K do končne koncentracije 120 µg/mL ter inkubirali v termobloku preko noči pri 
temperaturi 50 °C. 
Po inkubaciji smo dodali 200 µL fenola. Suspenzijo smo premešali z obračanjem 
mikrocentrifugirke ter centrifugirali 10 min pri 16000 g. Z odrezanim pipetnim nastavkom 
smo zgornjo fazo prenesli v novo mikrocentrifugiro, ji dodali 200 µL mešanice kloroforma 
in izoamil alkohola v razmerju 24:1 ter centrifugirali 10 min pri 16000 g. Ponovno smo 
prenesli zgornjo fazo v novo mikrocentrifugirko in ji dodali 2,5 volumna hladnega 96 % 
(V/V) etanola. Mikrocentrifugirko smo obračali, s čimer smo pospešili obarjanje DNK. 
Sledilo je kratko cenrifugiranje za nekaj sekund pri 16000 g. Nato smo odstranili 
supernatant in dodali 500 µL hladnega etanola in inkubirali na ledu 15 min. Da smo 
odstranili ves supernatant, smo dvakrat centrifugirali za nekaj sekund pri 16000 g. Sledilo 
je sušenje v laminariju. Na koncu smo posušeno DNK raztopili v 100 µL bidestilirane vode 
in jo shranili pri temperaturi 4 °C. 
 
3.2.3 Transformacija kromosomske DNK 
 
Bakterijski sev smo nacepili v 5 mL gojišča CM z ustreznim antibiotikom ali brez in ga 
gojili preko noči pri temperaturi 37 °C in 200 obr/min. Naslednji dan smo v 10 mL gojišča 
CM nacepili 100 µL prekonočne kulture in jo gojili v vodni kopeli s stresanjem pri 
temperaturi 37 °C in 200 obr/min. Po dveh urah inkubacije smo vsake pol ure s 
spektrofotometrom izmerili optično gostoto pri valovni dolžini 650 nm. S tem smo dobili 
podatek o fazi rasti bakterij. Bakterije B. subtilis so najbolj kompetentne dve uri po 
prehodu v stacionarno fazo, zato takrat izvedemo transformacijo. Pri transformaciji smo 
imeli tri mešanice: 
- Transformacijska mešanica: 0,5 mL kulture in 5 µL kromosomske DNK  
- Negativna kontrola: 0,5 mL kulture brez dodane DNK  
- Kontrola DNK: 1 mL tekočega gojišča LB in 5 µL DNK 
Transformacijsko mešanico in negativno kontrolo smo inkubirali 30 min pri temperaturi 37 
°C in 200 obr/min, nato smo jima dodali 0,5 mL tekočega gojišča LB in pod enakimi 
pogoji inkubirali še eno uro. Mešanico kontrole DNK smo inkubirali 1,5 ure pri 
temperaturi 37 °C in 200 obr/min. Po inkubaciji smo po 10 µL, 100 µL in preostanek 
mešanice razmazali na trdno gojšče LB z ustreznim antibiotikom, ki smo ga uporabili kot 
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selekcijski marker. Plošče smo inkubirali čez noč pri temperaturi 37 °C. Posamezne zrasle 
transformante smo precepili na sveže trdno gojišče LB z ustreznim antibiotikom do 
posameznih kolonij. Posamezno kolonijo smo nacepili v tekoče gojišče LB z ustreznim 
antibiotikom, jo inkubirali 8 ur pri temperaturi 37 °C in 200 obr/min ter jo shranili v 
glicerolu pri temperaturi -80 °C. Pridobili smo dva bakterijska seva B. subtilis (Preglednica 
6). 
 
Preglednica 6: Bakterijska seva B. subtilis pridobljena s transformacijo kromosomske DNK in donorji 
DNK. 
Bakterijska seva pridobljena s transformacijo Bakterijski sev kot donor kromosomske DNK 
PS-216 PepsA-gfp YC164 (NCIB 3610 amyE::PepsA-gfp cat) 
PS-216 ΔcomQ PepsA-gfp PS-216 comQ::kan 
 
3.2.4 Morfologija biofilmov pri različnih koncentracijah NaCl v gojišču 
 
Bakterijske seve smo nacepili v 5 mL tekočega gojišča MSgg z ustreznim antibiotikom in 
jih inkubirali 8 ur pri temperaturi 37 °C in 200 obr/min. Po 8-ih urah inkubacije smo v 
petrijevke premera 90 mm s 40 mL tekočega gojišča MSgg različnih koncentracij NaCl (0, 
2, 4 in 6 % (w/V)) prenesli 400 µL kulture (1 % (V/V) inokulum). Kulture smo nato 
inkubirali 16, 24, 40 in 64 ur pri temperaturi 37 °C brez stresanja. V vsaki časovni točki 
smo zrasle biofilme slikali s fotoaparatom v naravni velikosti ter pod lupo pri 8-kratni 
povečavi. 
 
3.2.5 Morfologija kolonij pri različnih koncentracijah NaCl v gojišču 
 
Bakterijske seve smo nacepili v 5 mL tekočega gojišča MSgg z ustreznim antibiotikom in 
jih inkubirali 8 ur pri temperaturi 37 °C in 200 obr/min. Po 8-ih urah inkubacije smo na 
petrijevke s trdnim gojiščem MSgg z različnimi koncentracijami NaCl (0, 2, 4 in 6 % 
(w/V)) nanesli trikrat po 2 µL kulture čim bolj narazen in jih inkubirali 16, 24, 40 in 64 ur 
pri temperaturi 37 °C. V vsaki časovni točki smo zrasle kolonije slikali s fotoaparatom v 
naravni velikosti ter pod lupo pri 8-kratni povečavi. 
 
3.2.6 Določanje velikosti površine kolonij 
 
Na podlagi slik kolonij bakterijskih sevov pridobljenih s fotoaparatom v naravni velikosti 
(podpoglavje 3. 2. 5. Morfologija kolonij pri različnih koncentracijah NaCl v gojišču), smo 
določili velikost površine kolonij s pomočjo programa FIJI (Schindelin in sod., 2012). V 
programu smo določili merilo, tj. koliko slikovnih točk predstavlja 1 mm in s tem izmerili 
površino nepravilne oblike posamezne kolonije. Izmerili smo površino treh ločenih 
bioloških ponovitev vsakega bakterijskega seva, inkubiranega pri različnih koncentracijah 
NaCl na trdnem gojišču MSgg ter za te določili standardni odklon od povprečne vrednosti.  
 
3.2.7 Določanje biomase 
 
Bakterijske seve smo nacepili v 5 mL tekočega gojišča MSgg z ustreznim antibiotikom in 
jih inkubirali 8 ur pri temperaturi 37 °C in 200 obr/min. Po 8-ih urah inkubacije smo v 
petrijevke premera 70 mm z 20 mL tekočega gojišča MSgg različnih slanosti (0, 2, 4 in 6 
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% (w/V) NaCl) prenesli 200 µL kulture. Kulture smo nato inkubirali 16, 24, 40 in 64 ur pri 
temperaturi 37 °C. V vsaki časovni točki smo v predhodno označene, sušene in stehtane 
centrifugirke prenesli celotno vsebino v petrijevkah in jih centrifugirali 10 min pri 10000 
obr/min. Supernatant smo zavrgli in odprto centrifugirko z usedlino sušili 24 ur pri 
temperaturi 60 °C. Po 24-ih urah smo centrifugirke ponovno stehtali in odšteli maso prazne 
centrifugirke ter tako določili suho biomaso. 
 
3.2.8 Spremljanje izražanja fluorescenčno označenih genov pri različnih slanostih 
gojišča MSgg 
 
Seve smo nacepili v 5 mL tekočega gojišča MSgg z ustreznim antibiotikom in jih 
inkubirali 8 ur pri temperaturi 37 °C in 200 obr/min. Po 8-ih urah inkubacije smo kulture 
stokrat redčili s tekočim gojiščem MSgg različnih koncentracij NaCl (0, 2, 4 in 6 % (w/V)) 
tako, da smo v 1980 µL ustreznega gojišča dodali 20 µL kulture in premešali na 
vibracijskem mešalniku. Pripravljene redčitve smo nanesli v štiri luknjice mikrotitrske 
plošče, in sicer 200 µL v luknjico. Pri poskusu smo uporabili neoznačena seva in 
fluorescenčno označena seva, pri katerih smo s fluorescenco merili izražanje promotorja 
PepsA-gfp (Preglednica 7). Neoznačena seva smo inkubirali enako kot označena, pri štirih 
različnih koncentracijah NaCl v tekočem gojišču MSgg. Pri meritvah smo ju uporabili kot 
kontrolo, da smo lahko interpretirali rezultate označenih sevov in odšteli prispevek 
neoznačenih celic k fluorescenci. Mikrotitrsko ploščo smo inkubirali pri temperaturi 37 °C 
40 ur brez stresanja v Cytation3 imaging reader (BioTek, ZDA) s katerim smo spremljali 
fluorescenco fluorescenčnega proteina Gfp in optično gostoto (OD650) sevov skozi čas v 30 
minutnih intervalih. Fluorescenco proteina Gfp smo določili z ekscitacijo pri 480 nm in 
emisijo pri 510 nm valovne dolžine ter stopnjo ojačanja signala 100. Meritve so bile 
izvedene s spektrofluorimetrom z zgornje strani mikrotitrske plošče pri oddaljenosti 
detektorja od površine plošče 7 mm. 
Preglednica 7: Bakterijska seva B. subtilis, ki smo ju uporabili pri spremljanju izražanja fluorescenčno 
označenih genov. 
Neoznačena seva Označena seva 
PS-216 wt PS-216 PepsA-gfp 
PS-216 ΔcomQ PS-216 ΔcomQ PepsA-gfp 
 
3.2.9 Statistična analiza pridobljenih podatkov pri spremljanju izražanja 
fluorescenčno označenih genov pri različnih slanostih gojišča MSgg 
 
V Preglednici 7 sta navedena fluorescenčno označena in neoznačena seva B. subtilis, ki 
smo ju uporabili za spremljanje izražanja fluorescenčno označenega promotorja gena PepsA-
gfp v tekočem gojišču MSgg pri različnih koncentracijah NaCl. Naredili smo tri neodvisne 
ponovitve posameznega poskusa. Rezultati, ki so prikazani na Sliki 22 in 23, so prikaz ene 
izmed ponovitev poskusa. Znotraj ponovitve poskusa smo imeli štiri tehnične ponovitve 
meritev v časovni točki za vsak sev. Rezultate smo analizirali tako, da smo v vsaki časovni 
točki izmed štirih ponovitev vsakega seva izločili meritvi, ki sta najbolj odstopali od 
ostalih. S preostalima ponovitvama smo izračunali povprečje OD650 in fluorescence ter 
standardni odklon od povprečne vrednosti vsake časovne točke. Povprečne vrednosti 
fluorescence neoznačeni sevov smo odšteli od povprečne vrednosti fluorescence označenih 
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sevov in izračunali napako razlike. Z izračunanimi povprečji OD650 označenih sevov in 
izračunanimi fluorescencami ter napakami, smo izračunali razmerje med fluorescenco in 
OD650 označenih sevov in njuno relativno napako. Iz tega smo nato izračunali napako 
razmerja fluorescence in OD650 označenih sevov vsake časovne točke posamezne 
ponovitve poskusa, za vsak sev pri določeni slanost gojišča MSgg. 
 
3.2.10 Meritve viskoznosti biofilmov 
 
Bakterijske seve smo nacepili, inkubirali in prenesli v petrijevke s tekočim gojiščem 
MSgg, kot je opisano v podpoglavju 3.2.4 Morfologija biofilmov pri različnih 
koncentracijah NaCl v gojišču. Petrijevke smo inkubirali 16, 24, 40 in 64 ur pri temperaturi 
37 °C. V vsaki časovni točki smo s pomočjo rotacijskega reometra Anton Paar Physica 
MCR 302 s sistemom stožec-plošča in z rotacijskim testom s kontrolirano strižno hitrostjo 
(CSR; angl. controlled shear rate) izmerili viskoznost biofilmov. Slednjo smo izmerili pri 
različnih strižnih hitrostih (1-1000 s-1) tako, da smo del biofilma prenesli na ploščo 
reometra ter meritev izvedli s stožcem premera 25 mm. Meritve smo izvajali pri 
temperaturi 20 °C.  
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4 REZULTATI 
 
V okviru magistrske naloge smo biofilme bakterije divjega tipa B. subtilis PS-216 (PS-216 
wt) primerjali z mutantami, ki imajo okvarjen sistem ComQXPA za zaznavanje kvoruma 
ter odziv na signal ComX. Sprva nas je zanimal fenotip mutante comQ, ki ne more 
sintetizirati signala ComX. Naknadno smo za primerjavo vključili še mutante comP, comA, 
srfA in comQ srfA. Prva ne zaznava signala, ker ima okvarjen gen za senzor kinazo ComP, 
drugi manjka odzivni regulator, ki aktivira operon srfA, tretja se zaradi okvarjenega gena 
za sintezo surfaktina ne odziva na zaznavanje kvoruma s sintezo surfaktina ter četrta, 
dvojna mutanta, ne sintetizira signala ComX in ne sintetizira surfaktina. Surfaktin je znan 
kot signal, ki inducira razvoj biofilma (Lopez in sod., 2009). Biofilme mutant z okvarjenim 
genom srfA smo primerjali z biofilmom divjega tipa bakterije, da bi preverili ali tudi pri 
sevu PS-216 surfaktin vpliva na morfologijo biofilma. Vsi poskusi so potekali v tekočem 
ali na trdnem gojišču MSgg brez in z dodanim 2, 4 ali 6 % (w/V) NaCl.  
Poleg vpliva slanosti na morfologijo biofilma, smo posredno vrednotili tudi vpliv slanosti 
in zaznavanja kvoruma na razrast/biomaso biofilma, viskoelastične lastnosti biofilma in pri 
divjem tipu ter mutanti comQ tudi transkripcijsko aktivnost promotorja gena epsA. Slednji 
je pomemben za nastanek zunajceličnih polisaharidov matriksa in posledično za nastanek 
biofilma.  
 
 
4.1 POVIŠANA SLANOST INHIBIRA RAZVOJ BIOFILMA IN RAST BAKTERIJE 
B. subtilis 
 
Znano je, da močno povišana slanost inhibira rast in vpliva na razvoj biofilmov (Vӧlker in 
sod., 1994; Browne in Dowds, 2001; Elhariry, 2008; Hahne in sod., 2009). Plavajoči 
biofilmi (ali pelikli) seva PS-216 wt so kazali izrazito slabši razvoj pelikla v gojišču s 4 in 
6 % (w/V) NaCl, saj se je tanek pelikel razvil šele po 40-ih urah inkubacije. Inhibitorni 
učinek je bil najbolj izrazit po 16-ih urah inkubacije in je nekoliko izzvenel v kasnejših 
časovnih točkah (Slika 9). Enake rezultate smo opazili tudi pri inkubaciji biofilmov 
bakterije divjega tipa na trdnem gojišču (kolonije). Povišana slanost je močno inhibirala 
širjenje kolonije in upočasnila njen razvoj. Tako smo pri 6 % (w/V) NaCl opazili manjšo 
kolonijo po 64-ih urah inkubacije, pri 4 % slanosti pa podobno kolonijo že po 40-ih urah 
(Slika 10).  
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Slika 9: Morfologija plavajočih biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt v tekočem gojišču MSgg z različnimi 
koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C pri različnih časovnih točkah inkubacije. 
 
 
Slika 10: Morfologija biofilmov (kolonij) sevov B. subtilis PS-216 wt na trdnem gojišču MSgg z različnimi 
koncentracijami NaCl pri različnih časovnih točkah inkubacije pri temperaturi 37 °C. Biofilmi so slikani pod 
lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
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4.2 VPLIV SISTEMA ComQXPA IN SURFAKTINA NA RAZVOJ PELIKLOV 
BAKTERIJE B. subtilis PRI RAZLIČNIH SLANOSTIH  
 
Primerjali smo pelikle PS-216 wt z mutantami comQ (PS-216 ΔcomQ), srfA (PS-216 
ΔsrfA) in comQ srfA (PS-216 ΔcomQ ΔsrfA), ki smo jih gojili v tekočem gojišču MSgg z 
0, 2, 4 in 6 % (w/V) dodanim NaCl pri temperaturi 37 °C in fotografirali v štirih časovnih 
točkah inkubacije (16, 24, 40 in 64 ur). V gojišču brez dodanega NaCl so vsi sevi tvorili 
podobno kompaktne pelikle. Ti so si bili med seboj morfološko podobni z izjemo dvojne 
mutante comQ srfA, ki je tvorila manj naguban pelikel (Slika 11 in Priloga A). V gojiščih z 
dodanim NaCl je bila razlika v razvoju in rasti peliklov bolj izrazita. Razvoj peliklov 
divjega tipa je bil v gojišču s povečano slanostjo počasnejši kot razvoj peliklov vseh 
testiranih mutant. Najhitrejši razvoj pelikla pri povišani slanosti gojišča je bil viden pri 
dvojni mutanti comQ srfA. V tekočem gojišču MSgg s 4 % (w/V) NaCl so mutante že po 
16-ih urah razvile tanko plast pelikla, medtem ko so bili pri bakteriji divjega tipa vidni le 
zametki.  
 
Slika 11: Morfologija plavajočih biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in 
PS-216 ΔcomQ ΔsrfA v tekočem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 
16-urni inkubaciji. 
 
Po 24-ih urah inkubacije so se pelikli razvili v bolj kompaktne (Priloga B in C). V gojišču 
z 2 % (w/V) NaCl je bila površina peliklov manj nagubana glede na pelikle inkubirane v 
gojišču brez NaCl. Morfološka razlika med sevi je bila ponovno najizrazitejša v gojišču s 4 
% (w/V) NaCl, kjer so mutante tvorile slabo nagubane pelikle, medtem ko je bila rast 
bakterije divjega tipa vidno upočasnjena. Po 24-ih urah inkubacije so bili vidni prvi 
zametki peliklov tudi v gojišču s 6 % (w/V) NaCl. 
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Po 40-ih urah inkubacije so vsi sevi tudi pri 6 % (w/V) NaCl v gojišču razvili pelikle (Sliki 
12 in 13). Pelikli bakterije divjega tipa so bili v gojiščih z dodanim NaCl bolj nagubani in 
so kazali drugačno morfologijo kot pelikli mutant. Pri dodatku 2 in 4 % (w/V) NaCl v 
gojišču je bila kompaktnost pelikla pri dvojni mutanti na videz zmanjšana glede na 
preostale seve.  
 
 
Slika 12: Morfologija plavajočih biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in 
PS-216 ΔcomQ ΔsrfA v tekočem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 
40-urni inkubaciji. 
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Slika 13: Morfologija plavajočih biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in 
PS-216 ΔcomQ ΔsrfA v tekočem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 
40-urni inkubaciji. Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na sliki predstavlja 2 mm. 
 
Po 64-ih urah inkubacije je bilo pri peliklih bakterije divjega tipa, mutante comQ in comQ 
srfA v gojišču brez dodanega NaCl vidno, da se je razvoj peliklov ustavil oz. da so začeli 
razpadati, saj so bili pelikli videti tanjši kot po 40-urni inkubaciji. Pelikel mutante srfA je 
popolnoma razpadel. Ravno nasprotno so pokazali rezultati peliklov inkubiranih v gojiščih 
z dodanim NaCl, kjer so se le-ti še dodatno razvili in postali kompaktnejši (Prilogi D in E). 
Preverili smo tudi ali je morfologija peliklov pri mutanti comP (nosi zapis za receptor za 
ComX) in comA (odzivni regulator) podobna kot pri mutanti comQ. Pelikli treh mutant so 
bili po pričakovanju med seboj izrazito podobni v vseh časovnih točkah inkubacije in pri 
vseh koncentracijah NaCl v tekočem gojišču MSgg (Priloge F, G, H in I).  
 
 
4.3 MORFOLOGIJA IN RAST KOLONIJ BAKTERIJE B. subtilis PRI RAZLIČNIH 
SLANOSTIH  
 
Na gojišču brez dodanega NaCl sta bakterija B. subtilis divjega tipa in mutanta comQ 
razvili podobno velike in morfološko podobne kolonije, medtem ko sta koloniji obeh 
mutant z okvarjenim genom srfA kazali počasnejšo in bolj ploščato rast (Slike 14, 15 in 16; 
Priloge J-O).  
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Slika 14: Površina kolonij sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ 
ΔsrfA gojenih na trdnem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C v štirih 
časovnih točkah inkubacije. Prikazane so povprečne vrednosti in stardandne deviacije površin treh 
bakterijskih kolonij. 
 
Povišana slanost je inhibirala razrast kolonije bakterije divjega tipa na trdnem gojišču. 
Inhibitorni učinek je bil viden že pri dodatku 2 % (w/V) NaCl in tudi po 64-urni inkubaciji 
so bile kolonije divjega tipa izrazito manjše kot kolonije mutant comQ in comP. Inhibitorni 
učinek je bil pri slednjih dveh viden šele pri 4 % slanosti gojišča, saj so kolonije pri 2 % 
slanosti tvorile podobno velike kolonije kot kolonije inkubirane na gojišču brez NaCl 
(Slike 14, 15, 16 in 17, Prilogi P in R). Kolonije mutant comA (Slika 17, Prilogi S in T), 
srfA in comQ srfA (Slika 14; Prilogi J in K) so se odzvale drugače. V gojišču brez 
dodanega NaCl so razvile nekoliko manjše kolonije kot divji tip, pri povišani slanosti pa so 
bile kolonije podobne oziroma pri mutanti comA in dvojni mutanti večje. Pri slednji je bila 
že po 24-ih urah inkubacije opazna boljša rast v primerjavi z divjim tipom (Priloga L in 
M). 
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Slika 15: Morfologija kolonij sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ 
ΔsrfA na trdnem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 64-urni 
inkubaciji. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
 
 
Slika 16: Morfologija kolonij oz. biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in 
PS-216 ΔcomQ ΔsrfA na trdnem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C po 
64-urni inkubaciji. Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na sliki predstavlja 2 mm. 
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Slika 17: Površina kolonij oz. biofilmov sevov B. subtilis PS-216 ΔcomP in PS-216 ΔcomA, gojenih na 
trdnem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C v štirih časovnih točkah 
inkubacije. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne deviacije površin treh bakterijskih kolonij.  
 
 
4.4 VPLIV SLANOSTI NA BIOMASO PELIKLOV BAKTERIJE B. subtilis  
 
Meritve biomase pelikla bakterije divjega tipa B. subtilis v tekočem gojišču MSgg z 
različno slanostjo so potrdile, da povišana slanost inhibra rast te bakterije (Slika 18). 
Biomasa je bila najnižja pri najvišji slanosti gojišča, tj. 6 % (w/V) NaCl. Pri 2 in 4 % 
(w/V) NaCl v gojišču pa smo pri peliklih opazili zamik v rasti v primerjavi z rastjo v 
gojišču brez dodanega NaCl. Pri slednjem se je biomasa po 40-ih urah inkubacije že 
zmanjšala in je bila po 64-ih urah inkubacije nižja kot biomasa peliklov v gojišču z 2 in 4 
% (w/V) NaCl. Rezultati kažejo, da ti dve koncentraciji NaCl v gojišču podaljšata lag fazo 
in upočasnita rast pelikla. 
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Slika 18: Biomasa plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 wt, gojenega v tekočem gojišču MSgg z 
različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C v štirih časovnih točkah inkubacije. Prikazane so 
povprečne vrednosti in standardne deviacije treh neodvisnih gojenj bakterijske kulture. 
 
Podoben trend smo opazili tudi pri mutanti comQ z razliko, da so ti pelikli pri najvišji 
slanosti gojišča dosegli približno 4-krat večjo biomaso kot pelikli divjega tipa bakterije, tj. 
okoli 70-80 mg po 40-urni inkubaciji (Slika 19). Visoko biomaso pri najvišji slanosti smo 
izmerili tudi pri dvojni mutanti comQ srfA (Slika 19).  
Biomase peliklov mutante srfA so bile v prvih dveh časovnih točkah inkubacije pri 
različnih slanostih gojišča podobne biomasam peliklov mutante comQ. Pri 2 % (w/V) NaCl 
smo opazili hitrejši razpad peliklov mutante comQ v primerjavi z mutanto srfA. Pri 4 in 6 
% (w/V) NaCl sta divji tip in mutanta srfA rasla počasneje kot mutanti comQ in comQ srfA 
(Slika 19). 
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Slika 19: Biomasa plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 ΔsrfA in PS-216 
ΔcomQ ΔsrfA, inkubiranih v tekočem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C 
v štirih časovnih točkah inkubacije. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne deviacije treh neodvisnih 
gojenj bakterijske kulture. 
 
 
4.5 VISKOZNOST PELIKLOV BAKTERIJE B. subtilis 
 
Viskoznost peliklov smo merili s pomočjo reometra, in sicer v treh časovnih točkah 
inkubacije pri temperaturi 37 °C. Zaradi počasnejše rasti peliklov inkubiranih v tekočem 
gojišču MSgg s 4 % (w/V) NaCl smo meritve viskoznosti pelikla lahko izvedli šele v drugi 
časovni točki (24 ur); meritve peliklov, ki so rasli pri 6 % (w/V) NaCl pa šele v tretji 
časovni točki inkubacije (40 ur). Slika 20 prikazuje viskoznosti peliklov divjega tipa in 
mutante comQ v tekočem gojišču MSgg pri različnih koncentracijah NaCl v treh časovnih 
točkah inkubacije. Rezultati kažejo, da so mutante comQ dosegle v gojišču brez dodanega 
NaCl najvišje viskoznosti že po 16-ih urah. Viskoznosti mutante so bile izrazito višje kot 
pri divjem tipu bakterije. V gojišču z dodanim 2 % (w/V) NaCl so bile viskoznosti peliklov 
mutante in divjega tipa primerljive, razen po 16-ih urah, ko je bila viskoznost mutante 
nekoliko višja. Razliko smo izmerili tudi v gojišču s dodanim 4 % (w/V) NaCl; po 24-ih in 
40-ih urah inkubacije so bili pelikli mutante bolj viskozni kot pelikli divjega tipa.  
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Slika 20: Viskoznost plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 wt in PS-216 ΔcomQ v tekočem gojišču 
MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C v treh časovnih točkah inkubacije pri strižni 
hitrosti 11,1 s-1. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne deviacije treh neodvisnih gojenj bakterijske 
kulture. 
 
Rezultati viskoznosti tudi pokažejo, da so pelikli mutante srfA in dvojne mutente comQ 
srfA (Slika 21) izrazito bolj viskozni od peliklov divjega tipa in mutante comQ. Razlike so 
predvsem izrazite v prvi časovni točki inkubacije (16 ur), ko mutanta srfA doseže ~ 70 
Pa·s, dvojna mutanta comQ srfA ~ 20 Pa·s, medtem ko je viskoznost peliklov divjega tipa 
~ 3 Pa·s ter mutanta comQ ~ 10 Pa·s. V kasnejših fazah inkubacije so bile viskoznosti 
peliklov mutante srfA primerljive z viskoznostmi peliklov divjega tipa, medtem ko je imela 
dvojna mutanta comQ srfA podobno viskozne pelikle kot mutanta comQ.  
 
Slika 21: Viskoznost plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ ΔsrfA v tekočem 
gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C v treh časovnih točkah inkubacije pri 
strižni hitrosti 11,1 s-1. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne deviacije treh neodvisnih gojenj 
bakterijske kulture. 
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4.6 IZRAŽANJE FLUORESCENČNO OZNAČENEGA PROMOTORJA GENA epsA 
PRI RAZLIČNIH SLANOSTIH  
 
Meritve fluorescence (FL) in optične gostote smo izvajali pri valovni dolžini 650 nm 
(OD650) pri sevih PS-216 PepsA-gfp in PS-216 ΔcomQ PepsA-gfp, gojenih pri različnih 
slanostih MSgg gojišča pri temperaturi 37 °C. Rezultati so grafično prikazani kot razmerje 
FL/OD650 v odvisnosti od časa inkubacije na Slikah 22 in 23. Fluorescenca nam da 
podatek, kako se izražanje promotorja gena epsA v peliklih povečuje/zmanjšuje s časom. 
Izmerjena fluorescenca pri neoznačenih sevih je lahko posledica avtofluorescence bakterij, 
zato smo le-to upoštevali kot ozadje meritev in jo odšteli od fluorescence označenih sevov. 
Razmerje med izračunano fluorescenco in izmerjeno optično gostoto v določeni časovni 
točki nam prikaže stanje izraženega promotorja gena epsA glede na biomaso. Prvih nekaj 
ur inkubacije sevov so bila razmerja FL/OD650 zelo variabilna, kar se kaže v velikih 
standardnih odklonih. Te začetne aktivnosti smo pri interpretaciji rezultatov zanemarili, saj 
je aktivnost promotorja lahko posledica izražanja le-tega v prekonočni kulturi in 
predstavlja šum meritve.  
 
 
Slika 22: Razmerje fluorescence in optične gostote (FL/OD650) v odvisnosti od časa inkubacije v tekočem  
gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C. Prikazani so rezultati ene ponovitve 
poskusa za sev B. subtilis PS-216 PepsA-gfp. 
 
Izražanje promotorja gena epsA pri divjem tipu bakterije B. subtilis (PS-216 PepsA-gfp) je 
bilo najvišje v gojišču brez dodanega NaCl, in sicer po 15-ih urah inkubacije. Izražanje je 
bilo najnižje v gojišču s dodanim 4 % (w/V) NaCl (Slika 22). Zanimivo je, da je bilo 
izražanje promotorja gena epsA v gojišču s 6 % (w/V) NaCl višje kot v gojišču z 2 in s 4 % 
(w/V) NaCl. V slednjih dveh je bilo izražanje prav tako najvišje po približno 15-ih urah 
inkubacije, medtem ko je bilo izražanje pri 6 % slanosti malo zakasnjeno in je doseglo 
najvišjo vrednost po približno 20-ih urah inkubacije.  
Pri sevih, gojenih pri povišani slanosti, opazimo, da se promotor gena epsA dlje časa 
enakomerno izraža, medtem ko se je v gojišču brez povišane slanosti promotor gena epsA 
hitreje izrazil in tudi hitreje zmanjšal aktivnost. Po 25-ih urah inkubacije divjega tipa je 
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opazno, da je bilo izražanje v gojišču brez dodanega NaCl izrazito nižje kot izražanje v 
gojišču z dodanim NaCl (Slika 22).  
 
 
Slika 23: Razmerje fluorescence in optične gostote (FL/OD650) v odvisnosti od časa inkubacije v tekočem  
gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C. Prikazani so rezultati ene ponovitve 
poskusa za sev B. subtilis PS-216 ΔcomQ PepsA-gfp. 
 
V primerjavi z divjim tipom je bilo izražanje promotorja gena epsA pri mutanti comQ 
najintenzivnejše v gojišču z dodanim 4 % (w/V) NaCl, temu je sledilo izražanje v gojišču s 
6 % (w/V) NaCl (Slika 23). Tako kot pri divjem tipu, je bilo tudi pri mutanti comQ 
izražanje pri 6 % slanosti zakasnjeno, vendar se je pri slednji promotor močneje aktiviral 
še kasneje, tj. po 30-ih urah inkubacije. Promotor je bil podobno aktiven pri divjem tipu in 
mutanti v gojišču brez dodanega NaCl, kjer se aktiviral po približno 15-ih urah inkubacije. 
V gojišču z dodanim 2 % (w/V) NaCl je bilo pri mutanti izražanje promotorja nekoliko 
višje v primerjavi z divjim tipom.  
Slanost gojišča je pomemben stresni dejavnik, ki vpliva na rast bakterij in posledično na 
izražanje promotorja gena epsA. Dolžina lag faze posameznega seva, inkubiranega v 
tekočem gojišču MSgg, se je daljšala z višanjem koncentracije NaCl (Sliki 22 in 23).  
Podoben trend opazimo, če primerjamo maksimalne vrednosti izražanja promotorja gena 
epsA, ki se z višanjem slanosti pomikajo k poznejšim časovnim točkam.  
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
5.1 RAZPRAVA 
 
Z magistrsko nalogo smo želeli pridobiti vpogled v fenotipske lastnosti biofilmov bakterije 
B. subtilis po izpostavitvi različnim koncentracijam slanosti gojišča (0, 2, 4 in 6 % (w/V) 
NaCl). Naš namen je bil tudi ugotoviti kako zaznavanje kvoruma s sistemom ComQXPA 
vpliva na morfologijo biofilma, viskoznost in sintezo polisaharida EPS, ki predstavlja 
ključno komponento matriksa biofilma. Preverili smo tudi, kako surfaktinski operon srfA, 
ki je reguliran s sistemom za zaznavanje kvoruma, vpliva na morfologijo biofilma in 
viskoznost. 
Z opazovanjem peliklov in kolonij bakterije B. subtilis divjega tipa in njenih signalnih 
mutant comQ, comA, comP, srfA in comQ srfA na makroskopskem nivoju smo ugotovili, 
da sta biomasa/velikost kolonije in morfologija biofilma odvisna od časa gojenja biofilma, 
od genotipa bakterijskega seva in od slanosti gojišča. 
Ugotovili smo, da povišana slanost gojišča inhibira razvoj in rast biofilmov bakterije B. 
subtilis PS-216. Biofilmi so se tako v tekočem (pelikli) kot na trdnem gojišču (kolonija) 
MSgg s 4 in 6 % (w/V) NaCl razvili kasneje kot v/na gojišču brez in z 2 % (w/V) NaCl. Z 
opazovanjem kolonij bakterije PS-216 pri različnih slanostih trdnega gojišča MSgg smo 
ugotovili, da povišana slanost inhibira rast in širitev kolonije po površini gojišča. Po 
daljšem času inkubacije je bakterija razvila opazno kolonijo tudi na gojišču s 6 % (w/V), 
vendar je bila ta izrazito manjša kot na gojišču brez NaCl (Slika 15). Pri bakteriji divjega 
tipa je bila rast kolonije močno inhibirana že na gojišču z 2 % (w/V) NaCl. Pri signalnih 
mutantah je bil večji inhibitorni učinek viden pri kolonijah gojenih na gojišču s 4 % (w/V) 
NaCl (Slike 14-17). V tekočem gojišču so bili pri povišani slanosti vsi pelikli videti manj 
kompaktni in tanjši kot pri 0 ali 2 % (w/V) NaCl. To je v skladu z objavljenimi rezultati, da 
povišana slanost inhibitorno vpliva na razvoj in morfologijo peliklov (López in sod., 1998; 
Elhariry, 2008, Oknin in sod., 2015). Znano je tudi, da že manjša sprememba v sestavi 
gojišča vpliva na arhitekturo in kompaktnost biofilma (Shapiro, 1998; Dogša in sod., 
2013). Z daljšanjem časa gojenja se hidrofobnost celične površine povečuje, kar pozitivno 
vpliva na razvoj biofilma. Nasprotno se hidrofobnost celične površine zmanjšuje z 
višanjem koncentracije NaCl v gojišču, kar bi bil lahko eden izmed vzrokov za zakasnjeno 
tvorbo biofilma (Hart in Vreeland, 1988; López in sod., 2000; Xu in sod., 2010). Drugi 
možen vzrok za upočasnjen razvoj biofilma pri višjih slanostih je počasna rast kot 
posledica preusmerjanja energije v osmoadaptacijo namesto v razvoj biofilma (Browne in 
Dowds, 2001). 
V magistrskem delu nas je zanimalo ali in kako sistem za zaznavanje kvoruma ComQXPA 
uravnava razvoj biofilma ter kako se ta vpliv odraža pri različnih koncentracijah NaCl 
MSgg gojišča. Kolonije so na površini tvorile žilam podobne strukture, vendar je bila 
prepletenost teh med posameznimi sevi različna. Kolonije so skozi čas inkubacije pokazale 
izrazitejše morfološke razlike kot pelikli. Prve so gube razvile po 24-ih urah inkubacije 
(Priloga L), medtem ko so bile pri peliklih te opazne že po prvi točki inkubacije, tj. 16-ih 
urah (Slika 11). Daljši čas inkubacije biofilmov, v našem primeru 40 in 64 ur, privede do 
povečanja števila bakterij znotraj le-tega in posledično se poveča tudi količina 
zunajceličnega matriksa. Zunajcelični matriks vpliva na lokalizirano celično smrt in s tem 
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posredno na razvoj gub biofilma (Asally in sod., 2012; Trejo in sod., 2013), dimenzijo 
biofilma (širino in višino) pa določa predvsem sestava matriksa (Kesel in sod., 2017).  
Razvoj peliklov je bil v gojišču brez in z 2 % (w/V) NaCl pri vseh testiranih sevih 
primerljiv, razlike so bile večje v gojišču z višjimi koncentracijami NaCl. Nasprotno, 
morfološke razlike kolonij testiranih sevov so bile izrazitejše v gojišču brez in z 2 % (w/V) 
in manjše v gojišču z višjimi koncentracijami NaCl. Po 64-ih urah inkubacije je mutanta 
comQ na gojišču s 6 % (w/V) NaCl razvila veliko in na videz robustno kolonijo, medtem 
ko je bila pri koloniji bakterije divjega tipa vidna izrazita inhibicija rasti. V tekočem 
gojišču so bile razlike najbolj opazne pri 4 % (w/V) NaCl po 24-ih urah inkubacije, kjer je 
bil razvoj pelikla mutante comQ in dvojne mutante comQ srfA ponovno boljši kot pri 
divjem tipu (Prilogi B in C), kar je dodatno potrdila tudi večja biomasa pelikla (Slika 19).  
Pri bakterijski vrsti Vibrio so ugotovili, da ima sistem zaznavanja kvoruma regulatorno 
vlogo pri odzivu na različne tipe stresa, s čimer bakteriji omogoča preživetje in obstoj 
znotraj biofilma. Mutante zaznavanja kvoruma se v stresnih pogojih ne odzivajo pravilno 
na stres in namesto tega umrejo. Nekontrolirana rast biofilma privede do razvoja 
kompaktnega biofilma, kjer je difuzija hranil in kisika zmanjšana (McDougald in sod., 
2006). Podobno smo ugotovili pri bakteriji B. subtilis, in sicer pri mutantah comQ, comP in 
comA je bila rast biofilmov v/na gojiščih z različnimi koncentracijami NaCl hitrejša oz. 
nenadzorovana v primerjavi z divjim tipom (Priloge J-T).  
Bakterija B. subtilis sintetizira in izloča surfaktin, ki znižuje površinsko napetost vode. To 
olajša pritrjanje celic na površino in širjenje biofilma ter izboljša dostopnost do hranil 
(Ahimou in sod., 2001; Angelini in sod., 2009). Hkrati predstavlja surfaktin signal, ki 
aktivira gene matriksa (López in sod., 2008a). Pri mutanti srfAA je bilo dokazano, da se 
biofilmi razvijejo slabše, tvorijo ploščate biofilme z gladko površino in brez zračnih 
struktur (Branda in sod., 2001; Straight in sod., 2006). Podobna morfologija biofilmov je 
bila ugotovljena tudi pri mutanti epsA-O in bslA (Kesel in sod., 2017).  
Naši rezultati kažejo, da so se kolonije mutante srfA slabše razvile (Sliki 15 in 16) ter da so 
pelikli mutante srfA tvorili na videz manj kompaktne in nenagubane biofilme v primerjavi 
z divjim tipom (Prilogi D in E), kar je v skladu z opažanji Lopez in sod. (2008a). Tudi 
primerjava mutante srfA ter mutant comQ, comA in comP je pokazala, da je biofilm slabši 
pri tistih sevih, ki ne sintetizirajo surfaktina; medtem ko odsotnost le comQ in comP ne da 
enakega fenotipa kot srfA. To kaže, da mutante zaznavanja kvoruma nadomestijo 
pomankanje surfaktina z neko drugo molekulo oziroma proizvedejo dovolj surfaktina za 
potrebe razvoja biofilma, ker aktivirajo transkripcijski faktor ComA in s tem operon po 
ComX neodvisni poti, verjetno preko peptida CSF (Solomon in sod., 1996). Zanimivo je, 
da so Oslizlo in sod. (2015) ugotovili, da pri različnih sevih B. subtilis pomanjkanje 
surfaktina deluje različno; pri določenih sevih stimulativno, pri drugih ni imelo vpliva ali je 
bilo inhibitorno. Slednje velja za sev PS-216, ki je bil uporabljen tudi v naši raziskavi. 
Primerjava biofilmov dvojne mutante comQ srfA in mutante srfA je pokazala, da sta bila 
rast in razvoj v gojiščih z različnimi koncentracijami NaCl dvojne mutante hitrejša (Sliki 
14 in 15). To kaže, da je gen comQ pri regulaciji biofilma dominanten nad srfA.  
Rast in razvoj peliklov bakterije divjega tipa ter mutant comQ, srfA in comQ srfA smo 
dodatno spremljali z merjenjem njihove biomase. Ugotovili smo, da povišana 
koncentracija NaCl v gojišču zavira rast divjega tipa. Inhibicija rasti je bila najbolj očitna 
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pri 6 % slanosti, kjer smo edino pri mutantah comQ in comQ srfA zaznali visoko biomaso 
šele po 40-ih in 64-ih urah inkubacije (Slika 19).  
Matriks biofilma, ki ga sestavljajo polimeri (polisaharidi, proteini, DNA) in visok delež 
vode, je pomemben element, ki povezuje celice v enotno večcelično strukturo. Matriks 
vpliva na mehanske in viskoelastične lastnosti biofilma, vendar je ta vpliv za posamezne 
komponente matriksa še vedno slabo razumljen (Bhat in sod., 2012; Billings in sod., 2015). 
López in sod. (2008a) so prikazali, da je sinteza matriksa pri bakteriji B. subtilis uravnana s 
sistemom za zaznavanje kvoruma ComQXPA.  
Pelikli mutant srfA in comQ srfA so bili v gojišču brez dodanega NaCl izrazito bolj 
viskozni kot pelikli bakterije divjega tipa in mutante comQ, medtem ko so bili pri višji 
slanosti gojišča ti pelikli manj viskozni (Sliki 20 in 21). S pomočjo viskoznostnih krivulj 
štirih testiranih sevov B. subtilis smo ugotovili, da imajo vsi testirani pelikli lastnosti ne-
Newtonske tekočine; natančneje, vsi pelikli testiranih sevov se obnašajo psevdoplastično, 
saj povečana strižna hitrost privede do zmanjšanja viskoznosti peliklov (Prilogi U in V). 
Znano je, da nizke koncentracije NaCl lahko pospešijo nastanek biofilma (Lim in sod., 
2004), kar je bilo dokazano tudi pri bakteriji B. subtilis (Oknin in sod., 2015). Na podlagi 
teh raziskav si lahko razlagamo zakaj viskoznosti peliklov niso bile največje v primeru 
sevov gojenih v gojišču brez NaCl, temveč pri peliklih gojenih v gojišču z 2 oziroma 4 % 
(w/V) NaCl. Nasprotno je bila viskoznost peliklov gojenih v gojišču s 6 % (w/V) NaCl pri 
vseh sevih manjša v primerjavi z viskoznostjo peliklov izpostavljenih 0 %, 2 % in 4 % 
(w/V) NaCl. Sklepamo, da je omenjena koncentracija NaCl za bakterije predstavljala 
močan osmotski stres, ki se je med drugim kazal v slabši rasti in posledično nižji 
viskoznosti pelikla. 
Zunajcelični matriks je nujno potreben za nastanek biofilma (Branda in sod., 2005). 
Najpomembnejša komponenta tega je EPS, za katero nosijo zapis geni epsA-O. Branda in 
sod. (2001) so ugotovili, da mutacija operona eps pri bakteriji B. subtilis onemogoči 
nastanek biofilma. Novejša raziskava je pokazala, da sta EPS in protein BslA glavni 
komponenti matriksa, ki določata dimenzije biofilma, tj. višino in razrast biofilma po 
površini (Kesel in sod., 2017).  
Zaznavanje kvoruma lahko privede do sinteze surfaktina (Magnuson in sod., 1994) in ta 
posledično pozitivno vpliva na aktivacijo operona epsA-O in sintezo matriksa (López in 
sod., 2008a). Promotor gena epsA se je pri višji koncentraciji NaCl v gojišču začel izražati 
kasneje kot v gojiču brez dodane soli, kar pomeni, da bakterija potrebuje čas za 
prilagoditev na osmotski stres oziroma da slanost inhibira izražanje genov epsA-O. Znano 
je, da pomanjkanje hranil stimulira izražanje operona epsA (Zhang in sod., 2014) ter da 
povišan osmotski tlak neposredno preko aktivacije histidin kinaze KinD, ki privede do 
kopičenja Spo0A-P, zavira izražanje genov matriksa (Rubinstein in sod., 2012). 
Ugotovili smo, da je izražanje omenjenega promotorja pri divjem tipu in mutanti comQ v 
gojišču brez dodanega NaCl podobno, medtem ko je bila v gojišču z 2 % (w/V) NaCl že 
opazna nekoliko višja aktivnost promotorja pri mutanti. V gojišču s 4 in 6 % (w/V) NaCl 
so bile te razlike v izražanju promotorja še večje; promotor je bil najintenzivneje izražen 
pri mutanti pri 4 % slanosti gojišča. Kljub visoki slanosti, tj. 6 % (w/V), je bil promotor 
močno izražen tako pri divjem tipu, še bolj pa pri mutanti comQ (Sliki 22 in 23). Rezultati 
kažejo, da povišana slanost vpliva na izražanje promotorja gena epsA. V primerjavi s sevi 
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gojenimi v gojišču brez dodanega NaCl se je promotor aktiviral po daljšem času 
inkubacije, vendar se je izrazil močneje. 
Kobayashi (2007a) je v svoji raziskavi identificiral 19 regulatornih genov, ki v različnih 
stopnjah razvoja vplivajo na nastanek biofilma pri bakteriji B. subtilis. Na podlagi naših 
rezultatov sklepamo, da sistem za zaznavanje kvoruma ComQXPA pri bakteriji B. subtilis 
onemogoča, da bi bakterija razvila večje biofilme in s tem pozitivno vpliva na ekonomično 
porabo energije za rast v stresnih pogojih kot je povišana slanost. Prav tako sklepamo, da 
je za razvoj biofilma pomemben gen za sintezo surfaktina, ki omogoča bakteriji, da se lažje 
širi po površini ter ji omogoči tvorbo bolj nagubanih biofilmov. 
 
 
5.2 SKLEPI 
 
 Povišana slanost gojišča upočasni razvoj plavajočega biofilma (pelikla) in 
razširjanje kolonij bakterije B. subtilis PS-216 po površini  
 Povišana slanost gojišča zniža biomaso, viskoznost pelikla in 
nagubanost/strukturiranost kolonije in pelikla.  
 Mutanta comQ je tvorila biofilm z večjo površino ter hitreje razvila pelikel kot divji 
tip pri vseh slanostih gojišča MSgg, kar kaže, da gen comQ zavira razrast ali razvoj 
biofilma.  
 Viskoznost pelikla mutante comQ je višja kot pri divjem tipu. 
 Izražanje promotorja gena epsA je pri divjem tipu najvišje v gojišču brez dodanega 
NaCl, medtem ko je izražanje pri mutanti comQ najvišje pri 4 % slanosti gojišča. 
Izražanje promotorja pri slednji je pri vseh slanostih gojišča višje kot pri divjem 
tipu.  
 Višje koncentracije NaCl (4 in 6 % (w/V)) v gojišču zavirajo razvoj biofilmov pri 
vseh testiranih sevih: divjem tipu in mutantah comQ, comP, comA, srfA ter comQ 
srfA. 
 Mutante srfA so tvorile nenagubane in manj kompaktne biofilme, kar je v skladu s 
predpostavko, da surfaktin pozitivno vpliva na razvoj biofilma. 
 Sistem za zaznavanje kvoruma ComQXPA bakterije B. subtilis zavira razvoj 
biofilma pri različnih slanostih gojišča. 
 Tako pelikel divjega tipa kot pelikli testiranih mutant se v gojišču brez in z 
dodanim NaCl obnašajo psevdoplastično. 
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6 POVZETEK 
 
Bakterija B. subtilis je zelo razširjena, saj je zmožna preživeti v neugodnih pogojih okolja. 
Osmotski stres, kateremu je bakterija v svojemu naravnemu habitatu nemalokrat 
izpostavljena, lahko privede do poškodb bakterijskih celic. Za medcelično komunikacijo in 
za pridobivanje informacij iz okolja bakterija uporablja sistem za zaznavanje kvoruma 
ComQXPA, ki omogoči razvoj kompetence in privede do sinteze surfaktina. Slednji služi 
kot signal, ki posredno preko regulatorja Spo0A vpliva na sintezo glavnih komponent 
matriksa biofilma (operon epsA-O  in tasA). 
V magistrski nalogi smo preverili ali sistem za zaznavanje kvoruma ComQXPA in 
surfaktin pri povišani slanosti gojišča MSgg vplivata na razvoj, morfologijo in biomaso 
biofilma ter tudi na viskoelastične lastnosti biofilma. Preverili smo tudi vpliv omenjenega 
sistema in povišane slanosti na izražanje promotorja gena epsA.  
Ugotovili smo, da povišana slanost gojišča upočasni razvoj pelikla in razširjanje bakterije 
B. subtilis PS-216 po površini. Prav tako vpliva na morfologijo biofilmov, saj so bili 
biofilmi pri povišani slanosti manj nagubani in manj kompaktni. Kljub temu je bakterija 
razvila biofilme tudi pri 6 % slanosti. Pri divjem tipu povišana slanost vpliva na 
zmanjšanje biomase, viskoznosti biofilma in izražanje promotorja gena epsA. Tudi pri 
mutanti comQ smo prikazali, da slanost negativno vpliva na nastanek biomase in 
viskoznost, vendar pa pozitivno vpliva na izražanje promotorja gena epsA.  
Divji tip bakterije smo primerjali z mutantami sistema za zaznavanje kvoruma ComQXPA 
(comQ, comP, comA) in ugotovili, da so slednje pri povišani slanostih gojišča rastle hitreje 
in tvorile večje biofilme. Ugotovili smo, da je sistem ComQXPA negativno vplival na 
razvoj biofilma v gojišču MSgg brez dodanega NaCl, predvsem pa pri 2 in 4 % slanosti 
gojišča. Ena izmed možnih razlag za takšno delovanje bakterije je varčevanje z energijo v 
stresnih pogojih, ki se lahko preusmeri in uporabi pri procesih, pomembnih za prilagoditev 
na neugodne razmere okolja. Primerjali smo mutanti, ki ne moreta sintetizirati surfaktina 
(srfA in comQ srfA), z divjim tipom in ugotovili, da je surfaktin pomemben za razvoj 
biofilma ter vpliva na njegovo morfologijo ne glede na slanost gojišča, saj so mutante 
tvorile ploščate in nenagubane biofilme. 
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Morfologija plavajočih biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 
ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ ΔsrfA v tekočem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami 
NaCl pri temperaturi 37 °C po 16-urni inkubaciji. Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno 
povečavo. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
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Morfologija plavajočih biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 
ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ ΔsrfA v tekočem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami 
NaCl pri temperaturi 37 °C po 24-urni inkubaciji. 
 
 
Skočič T. Povezava med zaznavanjem kvoruma in odzivom na povišano slanost pri bakteriji Bacillus subtilis.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
 
PRILOGA C 
Morfologija plavajočih biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 
ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ ΔsrfA v tekočem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami 
NaCl pri temperaturi 37 °C po 24-urni inkubaciji. Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno 
povečavo. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
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Morfologija plavajočih biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 
ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ ΔsrfA v tekočem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami 
NaCl pri temperaturi 37 °C po 64-urni inkubaciji. 
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Morfologija plavajočih biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 
ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ ΔsrfA v tekočem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami 
NaCl pri temperaturi 37 °C po 64-urni inkubaciji. Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno 
povečavo. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
 
Skočič T. Povezava med zaznavanjem kvoruma in odzivom na povišano slanost pri bakteriji Bacillus subtilis.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
 
PRILOGA F 
Morfologija plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔcomP v tekočem gojišču MSgg 
z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C pri različnih časovnih točkah 
inkubacije. 
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Morfologija plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔcomP v tekočem gojišču MSgg 
z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C pri različnih časovnih točkah 
inkubacije. Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na vsaki sliki 
predstavlja 2 mm. 
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Morfologija plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 ΔcomA v tekočem gojišču MSgg 
z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C pri različnih časovnih točkah 
inkubacije. Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno povečavo. Merilo na vsaki sliki 
predstavlja 2 mm. 
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Morfologija kolonij oz. biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 
ΔsrfA in ΔcomQ ΔsrfA na trdnem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri 
temperaturi 37 °C po 16-urni inkubaciji. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
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Morfologija kolonij oz. biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 
ΔsrfA in ΔcomQ ΔsrfA na trdnem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl pri 
temperaturi 37 °C po 16-urni inkubaciji. Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno povečavo. 
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Morfologija kolonij oz. biofilmov sevov B. subtilis PS-216 wt, PS-216 ΔcomQ, PS-216 
ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ ΔsrfA na trdnem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl 
pri temperaturi 37 °C po 24-urni inkubaciji. Merilo na vsaki sliki predstavlja 2 mm. 
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ΔsrfA in PS-216 ΔcomQ ΔsrfA na trdnem gojišču MSgg z različnimi koncentracijami NaCl 
pri temperaturi 37 °C po 24-urni inkubaciji Biofilmi so slikani pod lupo z 8-kratno 
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z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C v različnih časovnih točkah 
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z različnimi koncentracijami NaCl pri temperaturi 37 °C v različnih časovnih točkah 
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Viskoznost plavajočih biofilmov seva B. subtilis PS-216 wt in PS-216 ΔcomQ v odvisnosti 
od strižne hitrosti v tekočem gojišču MSgg pri različnih slanostih po 40-urni inkubaciji pri 
temperaturi 37 °C. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne deviacije treh 
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